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MECANISMOS MOLECULARES ASOCIADOS AL ESCAPE DE ALBUMINURIA EN PACIENTES CON 
SUPRESIÓN CRÓNICA DEL SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA: UN ABORDAJE TRASLACIONAL 
INTRODUCCIÓN 
La enfermedad cardiovascular (CV) y la enfermedad renal están ampliamente relacionadas, 
de tal forma, que muchos de los factores de riesgo CV lo son también renales y viceversa. En 
este contexto, se propuso el término continuo cardiorrenal, mediante el cual se reflejan los 
distintos estadios tanto de enfermedad renal como de enfermedad CV que normalmente están 
interrelacionados (Ruilope y cols., 2012). Uno de los principales factores de riesgo de ambas 
enfermedades es la albuminuria (Cerasola y cols., 2010), que se produce como resultado de 
una pérdida de la capacidad de filtración selectiva de la barrera de filtración glomerular (BFG). 
Son muchos los estudios que proponen a la albuminuria como marcador de disfunción 
endotelial en el riñón que refleja, a su vez, un daño vascular sistémico (Abdelhafiz y cols., 
2011). Se ha descrito, que la disfunción endotelial está relacionada con un aumento de estrés 
oxidativo (Singh y cols., 2013) y éste a su vez, con alteraciones en la actividad de proteínas 
reguladoras del remodelado de la matriz extracelular (MEC) como son las metaloproteasas de 
matriz extracelular (MMPs), concretamente MMP2 y MMP9 (Rajagopalan y cols., 1996). En 
este sentido, se ha descrito que el aumento de la expresión y de la actividad de estas proteasas 
está relacionado con la aparición de albuminuria en estudios realizados tanto en animales 
(McKittick y cols., 2011) como en pacientes (Peeters y cols., 2015). En este contexto, se han 
propuesto como marcadores de alteraciones glomerulares y tubulares en patologías como la 
insuficiencia renal diabética (Altemtam y cols., 2012).  
Por otro lado, se ha descrito que fármacos como los inhibidores de la enzima convertidora 
de angiotensina (iECAs) y los antagonistas del receptor de angiotensina II (ARA II), además de 
disminuir los valores de presión arterial, son capaces de disminuir la albuminuria (ESH,ESC, 
2013; Rojas-Rivera y cols., 2012). Sin embargo, recientemente se ha publicado que pacientes 
hipertensos que se encuentran bajo este tratamiento desarrollan albuminuria resistente al 
bloqueo del sistema renina angiotensina (SRA), también denominado escape de albuminuria, 
pese a presentar un buen control de la presión arterial (Cerezo y cols., 2012).  
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
En este contexto, las hipótesis planteadas en este estudio son: i) la albuminuria podría estar 
relacionada con alteraciones en la función vascular y en la actividad de proteasas de matriz 
extracelular como son las gelatinasas MMP2 y MMP9. Estas alteraciones a su vez, podrían 
deberse a un desajuste en el equilibrio oxidativo, ii) el desajuste en la actividad de las 
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gelatinasas MMP2 y MMP9, así como en el equilibrio oxidativo podrían tener una implicación 
traslacional en estados patológicos que aparecen en la práctica clínica como la albuminuria 
resistente al bloqueo del SRA, iii) la suplementación con calcitriol como estrategia terapéutica 
para corregir el desajuste en el equilibrio oxidativo podría controlar la aparición de la 
albuminuria y las alteraciones asociadas a la misma. 
Los objetivos propuestos fueron: i) caracterizar un modelo genético de desarrollo 
espontáneo de albuminuria, estudiando la función vascular y marcadores de daño renal, como 
son el estrés oxidativo y la actividad de las MMPs, ii) estudiar si los marcadores de daño 
oxidativo y de remodelado son exclusivamente dependientes del desarrollo de albuminuria y 
no dependen de la presencia de hipertensión, iii) determinar si los marcadores alterados en el 
modelo genético de albuminuria lo están también en pacientes hipertensos controlados que 
desarrollan albuminuria resistente al bloqueo del SRA, iv) caracterizar los mecanismos 
implicados en la alteración de los marcadores de remodelado de la MEC en estos pacientes, v) 
determinar si un tratamiento crónico con calcitriol revierte la albuminuria en el modelo 
experimental y sus marcadores de daño asociados, como son la disfunción endotelial, el 
aumento de estrés oxidativo y el aumento en la actividad de las MMPs. 
RESULTADOS 
Las ratas MWF (Munich Wistar Frömter), son un modelo animal que desarrolla 
espontáneamente albuminuria a partir de las 6 semanas de edad, pero que a las 12 semanas, 
la edad a la que se utilizaron para realizar este estudio, no presentan hipertensión. Las ratas 
MWF mostraron una disminución significativa de la respuesta vasodilatadora dependiente de 
endotelio en comparación con los animales controles, debido en parte al efecto de 
prostanoides vasoconstrictores sobre la relajación vascular y a una disminución de la 
biodisponibilidad de óxido nítrico (NO), probablemente producida por un aumento del anión 
superóxido (O2.-). De forma paralela, en riñón se observó un aumento de la actividad de 
NADPH oxidasa y una disminución de la actividad de la superóxido disminutasa (SOD). Además, 
en estos animales, la actividad de MMP9 estaba aumentada a nivel plasmático y a nivel renal.  
Para confirmar si este aumento tanto del estrés oxidativo, como de la actividad de MMP9 
se debía exclusivamente a la presencia de la albuminuria, se utilizaron las ratas consómicas 
MWF-8SHR. Esta cepa se obtiene de sustituir el cromosoma 8 de las ratas MWF, por el mismo 
cromosoma de las ratas SHR que son un modelo de hipertensión espontánea, que a las 12 
semanas de edad no presenta albuminuria. La elección de este cromosoma se basa en trabajos 
anteriores en los que se ha descrito que está implicado en la aparición de la albuminuria en 
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este modelo animal (Van Es y cols., 2011). En estos animales se observó que al desaparecer la 
albuminuria se normalizaban los niveles de actividad de NADPH oxidasa y SOD renales, al igual 
que la actividad de MMP9 tanto en plasma como en riñón. 
En las ratas MWF, además se observó una disminución significativa de la concentración 
plasmática de 25-hidroxicolecalciferol en comparación con los controles Wistar, que se 
normalizó en las ratas MWF-8SHR. Debido a los efectos beneficiosos de la suplementación con 
vitamina D observados sobre el SRA, el estrés oxidativo, el control de la actividad de MMPs 
(Timms y cols., 2002) y la consiguiente mejora de la función renal (Lucisano y cols., 2013) se 
planteó el siguiente objetivo: estudiar si un tratamiento crónico con 0,25 µg de 
calcitriol/Kg/día durante 7 semanas a las ratas MWF, era capaz de disminuir la albuminuria y 
los marcadores tanto de daño vascular como de daño renal asociados a ella en este modelo. 
Los resultados de este estudio mostraron un aumento significativo de la relajación 
dependiente de endotelio en las ratas MWF tratadas con calcitriol en comparación con los 
controles, que se acompañó por un aumento en la biodisponiblidad de NO y la eliminación del 
efecto de los prostanoides vasoconstrictores. Además, el tratamiento con calcitriol normalizó 
la actividad de MMP9 tanto a nivel plasmático como a nivel renal en las ratas MWF. Todo esto 
confirmó el efecto beneficioso de una suplementación con calcitriol sobre la función vascular y 
los marcadores de daño renal en la albuminuria. 
Como siguiente objetivo se estudió la relevancia clínica de la actividad de las MMPs como 
posibles marcadores de daño vascular y renal asociados al desarrollo de albuminuria resistente 
al bloqueo del SRA en pacientes hipertensos controlados. Para llevar a cabo este estudio se 
dividió a los pacientes en función de sus niveles de excreción urinaria de albúmina, expresada 
como el coeficiente albúmina/creatinina, en pacientes normoalbuminúricos (aquellos que 
presentaban valores <20mg/g para hombres y <30 mg/g para mujeres) y pacientes con 
albuminuria resistente. Este último grupo se dividió a su vez en dos, pacientes con albuminuria 
resistente moderada (aquellos que presentaron valores >20 mg/g y ≤200mg/g para hombres y 
de >30 mg/g y ≤300 mg/g en mujeres) y pacientes con albuminuria resistente severa (aquellos 
que presentaron valores >200 mg/g en hombres y >300 mg/g en mujeres). El porcentaje de 
pacientes tratados con iECAs o con ARA II dentro de cada grupo fue similar, lo cual indica que 
el tratamiento antihipertensivo no afectó al desarrollo de albuminuria. Además, más del 70% 
de estos pacientes estaban tratados con estatinas como fármacos hipolipemiantes, llegando a 
alcanzar el 88% en los pacientes con albuminuria resistente severa. 
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Los pacientes con albuminuria resistente presentaron un aumento significativo de la 
velocidad de onda de pulso (VOP) determinada entre la arteria carótida y la femoral como 
marcador de rigidez arterial, en comparación con los pacientes normoalbuminúricos. El valor 
de VOP que presentaron estos pacientes fue de 9,45 m/s, considerándose 10 m/s el valor a 
partir del cual aparece rigidez arterial (ESH/ESC, 2013). Este resultado se puede deber al 
aumento de la degradación de la elastina de las arterias, sin embargo el estudio de la 
concentración de desmosina en plasma, como metabolito de degradación de la misma, no 
mostró diferencias significativas entre los pacientes. Tampoco se observaron diferencias en la 
concentración plasmática de PICP como marcador de fibrosis. Sin embargo, sí se observó un 
aumento del colágeno tipo IV en plasma, que es un marcador de la degradación en tejido de 
esta molécula. A pesar de este resultado no se observaron diferencias significativas en la 
concentración plasmática de MMP2 ni de MMP9, que son las principales enzimas encargadas 
de la degradación de colágeno tipo IV (colágeno mayoritario en la MEC glomerular). Por lo que 
se realizó un estudio de la actividad de estas proteasas mediante zimografía en gel y mediante 
un inmunoensayo que permite la determinación de la concentración de las MMPs activas. 
Estos estudios mostraron un aumento tanto de la actividad como de la concentración de la 
MMP9 activa en el plasma de los pacientes con albuminuria resistente, que era incluso mayor 
en los pacientes con albuminuria resistente severa en comparación con los pacientes con 
albuminuria resistente moderada. Sin embargo, al separar la actividad de la MMP9 en función 
del tipo de bloqueo del SRA con el que se trató a los pacientes no se observaron diferencias 
significativas en la misma, lo que demuestra que el tratamiento pautado no influyó en la 
actividad de esta proteasa. Por otro lado, el aumento de la concentración de MMP9 activa, 
correlacionó de forma positiva con el grado de albuminuria de los pacientes y con la VOP y de 
forma negativa con el IFGe. Debido a los resultados obtenidos, se profundizó en el estudio del 
mecanismo implicado en el aumento de la actividad de esta proteasa. Como su actividad está 
estrechamente regulada por su inhibidor endógeno TIMP1, se realizó un estudio de la 
expresión de esta proteína por Western Blot, que no mostró diferencias significativas. 
Por otro lado, se ha descrito que el estrés oxidativo puede favorecer un aumento en la 
actividad de las MMPs (Rajagopalan y cols., 1996), por lo que se determinó la concentración de 
los carbonilos plasmáticos como marcadores de estrés oxidativo y se observó un aumento de 
la misma en los pacientes con albuminuria resistente, que además correlacionó positiva y 
significativamente con la actividad plasmática de MMP9. En este sentido, se ha descrito que un 
aumento de la oxidación de los TIMPs puede hacer que pierdan su capacidad de interaccionar 
con las MMPs y por lo tanto, perder su capacidad de inhibición (Wang y cols., 2007). Dadas 
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estas evidencias, se determinó mediante inmunoprecipitación la oxidación de TIMP1 y se 
observó un aumento de la misma en los pacientes con albuminuria resistente. En este 
contexto, se desarrolló un ensayo basado en la tecnología AlphaLISA que permite determinar 
la interacción entre estas dos proteínas. Previamente, se comprobó la idoneidad de esta 
técnica para el estudio de esta interacción en concreto mediante su puesta a punto con 
proteínas MMP9 y TIMP1 recombinantes humanas. Se observó una disminución de la 
interacción MMP9/TIMP1 en los pacientes con albuminuria resistente. Lo cual sugiere, que el 
aumento del estrés oxidativo en los pacientes con albuminuria resistente produce la oxidación 
de TIMP1, que se traduce en la pérdida de su capacidad inhibitoria y por lo tanto, en un 
aumento de la actividad de MMP9. Por otro lado, se ha descrito que estímulos de daño como 
el estrés oxidativo también pueden producir la activación de distintos tipos celulares que como 
consecuencia producen la liberación micropartículas al medio extracelular, de tal manera, que 
las micropartículas se consideran marcadores de daño celular (Berezin y cols., 2015). El estudio 
del número total de micropartículas, así como el número de micropartículas derivadas de 
células endoteliales y de monocitos no mostró diferencias significativas entre los pacientes, sin 
embargo se observó una correlación positiva entre el número total de micropartículas y la 
VOP. Posteriormente, se estudió el contenido proteico de las micropartículas, y se observó la 
expresión de MMP9 tanto en su forma activa como de zimógeno, y de NOX5, lo cual indica que 
las micropartículas son una fuente de estas proteínas.  
CONCLUSIONES 
En conclusión, éste es el primer estudio que demuestra, a través del uso de modelos 
experimentales y de pacientes, que la activación de MMP9 es exclusivamente dependiente de 
la presencia de albuminuria y no de otras comorbilidades. En este sentido, los resultados 
obtenidos indican que un buen bloqueo del SRA, no garantiza el control de la actividad de 
MMP9 en los pacientes que se encuentran en un estadio temprano de enfermedad crónica 
renal. Este aumento de la actividad de MMP9 podría producir un aumento de la degradación 
de colágeno tipo IV, que es el principal componente de la MEC que forma parte del glomérulo, 
lo cual se puede traducir en una desestructuración de la misma que favorecería la aparición de 
albuminuria. Por otro lado, se ha observado el efecto beneficioso de una suplementación con 
calcitriol sobre la función vascular en las ratas albuminúricas MWF, al igual que una 
disminución de la actividad de MMP9 tras este tratamiento. En este sentido, el uso de una 
terapia coadyuvante como la suplementación con vitamina D, podría mejorar los daños 
asociados a la albuminuria en pacientes en los que la terapia antihipertensiva habitual no es 
capaz de controlarla. 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          ABSTRACT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Abstract      
11 
 
MOLECULAR MECHANISMS ASSOCIATED TO ALBUMINURIA ESCAPE IN PATIENTS UNDER 
CHRONIC RAS BLOCKADE: A TRANSLATIONAL APPROACH 
INTRODUCTION 
Cardiovascular and renal diseases are highly associated, so that, many cardiovascular risk 
factors are also renal risk factors and viceversa. The concept of cardiorenal continuum reflects 
the different stages of cardiovascular and renal disease, which are often interlinked (Ruilope y 
cols., 2012). One of the main common cardiovascular and renal risk factor is albuminuria 
(Cerasola et al., 2010). It is the result of the glomerular filtration barrier permselectivity loss. 
Albuminuria is proposed as a marker of endothelial dysfunction in the kidney reflecting a 
systemic vascular damage (Abdelhafiz et al., 2011). Endothelial dysfunction is strongly related 
to an increase of oxidative stress (Singh et al., 2013), which can regulate extracellular matrix 
remodelling by the modulation of matrix metalloproteinases (MMP)2 and MMP9 activity, 
(Rajagopalan et al., 1996). In this context, the increase in the expression and the activity of this 
proteases is highly related with albuminuria in both animal (McKittick y cols., 2011) and patient 
studies (Altemtam y cols., 2012; Peeters y cols., 2015) and they have been proposed as 
markers of glomerular and tubular alterations in several renal pathologies. 
Blockers of the renin-angiotensin system (RAS), such as angiotensin converting enzyme 
inhibitors (ACEi) or angiotensin receptor blockers (ARB), are able to decrease albuminuria 
apart from lowering blood pressure levels (ESH,ESC, 2013; Rojas-Rivera y cols., 2012). 
However, some hypertensive patients treated with RAS blockers develop albuminuria despite 
good blood pressure control (Cerezo et al, 2012). This albuminuria developed under RAS 
blockade was named as resistant albuminuria or albuminuria escape. 
AIM AND OBJECTIVES 
In this context, our hypothesis was that albuminuria may be associated with alterations in 
vascular function and MMP2 / MMP9 activity. These alterations may be due to an imbalance in 
the oxidative status. Supplementation with calcitriol as a therapeutic strategy to normalize the 
oxidative status may control albuminuria and its associated alterations. Moreover, alterations 
in MMP2 / MMP9 activity, as well as in the oxidative status, may have a traslational impact in 
resistant albuminuria. 
Our objectives were: i) to characterize an inbred genetic model that develops albuminuria, 
to study vascular function and renal damage markers such as the oxidative stress and MMP2 / 
MMP9 activity, ii) to study if oxidative damage and remodeling markers are exclusively 
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dependent on albuminuria development and not on hypertension, iii) to perform a traslational 
study in resistant albuminuric patients under RAS suppression to study the markers that are 
modified in the animal model, iv) to characterize the underlying mechanisms associated to the 
alteration of matrix remodeling markers in these patients, and v) to study if a chronic 
treatment with calcitriol can control albuminuria development, as well as it associated damage 
markers (endothelial dysfunction, the increase in the oxidative stress and MMP2 / MMP9 
activity). 
RESULTS 
MWF rats develop albuminuria at the age of 6 weeks, but exhibit a normal blood pressure, 
also at the age of 12 weeks, which is the age chosen for the present study. MWF rats showed a 
significant decrease in endothelial relaxation compared with control animals, mainly due to a 
decrease in NO and to an increase of superoxide anion (O2.-) bioavailability. In agreement, we 
observed an increase of NADPH oxidase and a decrease of SOD activity in MWF kidney. MMP9 
activity was significantly increased in both plasma and kidney suggesting that plasma MMP9 
activity might be a good marker of renal damage. To confirm if the increase of oxidative stress 
and MMP9 activity is related to the presence of albuminuria, we used the consomic strain 
MWF-8SHR in which chromosome 8, which was demonstrated to be linked to albuminuria 
development, was replaced by the respective SHR (spontaneously hypertensive rat) 
chromosome. NADPH oxidase and SOD activities were restored, as well as MMP9 activity in 
both plasma and kidney of MWF-8SHR.  
MWF rats showed a significant decrease in plasma levels of 25-hydroxycholecalciferol 
compared with WKY animals, whereas 25-hydroxycholecalciferol levels in MWF-8SHR were 
similar to control animals. Due to the beneficial effects of vitamin D supplementation on RAS, 
oxidative stress, and MMPs activity (Timms et al, 2002), as well as on the improvement of 
renal function (Lucisano et al, 2013), the next objective of this study was to assess the effect of 
a chronic supplementation with calcitriol (25µg calcitriol/Kg/day) for 7 weeks, on albuminuria 
and the markers previously studied. The results showed a significant increase of endothelial 
dependent relaxation in MWF rats treated with calcitriol compared with their controls. This 
improvement was mainly due to the increase of the NO bioavailability, whereas those effects 
were not observed in MWF rats treated with vehicle. Moreover, the treatment with calcitriol 
showed a significant reduction of MMP9 activity in both plasma and kidney. All those results 
confirm the beneficial effect of the supplementation with calcitriol on the vascular function 
and the renal damage markers associated with albuminuria. 
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The next objective was to study MMPs activity as a marker of vascular and renal damage 
associated with resistant albuminuria in hypertensive patients treated with RAS blockers. 
Patients were divided according to their urinary albumin excretion in normoalbuminuric 
patients (albuminuria levels <20 mg/g for men and <30 mg/g for women) and patients with 
resistant albuminuria, which were subdivided in patients with moderate resistant albuminuria 
(albuminuria levels >20 mg/g and ≤200 mg/g for men, and >30 mg/g and ≤300 mg/g for 
women) and patients with severe resistant albuminuria (albuminuria levels >200 mg/g for 
men, and >300 mg/g for women). The percentage of patients treated with ACEi or ARBs were 
similar for all the groups thus demonstrating that the treatment has no influence on the 
development of albuminuria. Moreover, more than the 70% of the patients were treated with 
statins to control their lipid profile, reaching up the 80% in the severe resistant albuminuria 
group. 
Patients with resistant albuminuria also show a significant increase in the pulse wave 
velocity (PWV) determined between carotid and femoral arteries compared with the 
normoalbuminuric group. The mean value for the resistant albuminuric group of patients was 
9.45m/s, being the lower value that is considered as arterial stiffness of 10 m/s. This increase 
of the PWV may be due to the increase of the degradation of the elastin contained in the 
arterial wall, although the determination of plasma desmine as a byproduct of elastin 
degradation showed no differences between the groups.  
Plasma carboxyterminal propeptide of procollagen type I (PICP) determination, as a marker 
of fibrosis, showed no differences between the groups. However, an increase of type IV 
collagen, as a marker of tissue collagen degradation, was observed in resistant albuminuric 
patients. Despite of the last result, we observed no significant differences in MMP2 or MMP9 
plasma concentration. Because of this apparent contradiction in these results, we analyzed the 
activity of MMP2 and MMP9 by gelatin zymography and the concentration of the active MMPs 
by an inmunoassay. We observed an increase in MMP9 activity, as well as an increase in the 
active MMP9 concentration in patients with resistant albuminuria compared with 
normoalbuminuric patients. This increase was also higher in patients with severe resistant 
albuminuria compared with those with moderate resistant albuminuria. Since MMP9 activity is 
tightly regulated by its endogenous inhibitor TIMP1, TIMP1 expression was assessed by 
Western Blot. However, no significant difference was observed between groups. The increase 
in active MMP9 concentration showed a positive correlation with the albuminuria level and 
with the PWV, whereas a negative correlation was established with the estimated glomerular 
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filtration rate. Moreover, no differences in MMP9 activity was observed between patients 
treated with ACEi or ARBs. 
It is well known that an increase in oxidative stress can increase the activation of MMPs. 
According with this, we observed an increase in the plasma carbonyl concentration, as a 
marker of protein oxidation, in resistant albuminuric patients. Moreover, we observed a 
positive correlation between MMP9 activity and plasma carbonyl concentration. One of the 
mechanisms underlying the increase of MMPs activity during oxidative stress is the loss of 
TIMPs’ inhibition ability due to its oxidation. In fact, patients with resistant albuminuria had an 
increased level of oxidized TIMP1 compared with the normoabuminuric group. 
To confirm that the increase of oxidized TIMP1 exhibited a decreased interaction with 
MMP9, and, consequently, an increase in MMP9 activity, we developed a new assay based on 
AlphaLISA technology, by which we can study the interaction between this two proteins. To 
assess if this assay was suitable to measure this interaction, we optimized the technique using 
TIMP1 and MMP9 human recombinant proteins. We observed a decrease of MMP9/TIMP1 
interaction in patients with resistant albuminuria compared with normoalbuminuric patients. 
This result suggests that the increase of the oxidative stress in resistant albuminuric patients 
produce the oxidation of TIMP1, the loss of its inhibitory ability, and an increase in MMP9 
activity. 
The increase in oxidative stress may activate endothelial cells as well as immune cells. As a 
consequence of this activation, cells release microparticles to the extracellular environment 
which are considered as markers cellular damage. No differences were observed neither in the 
total number of microparticles nor in the number of microparticles from endothelial or 
immune cells. However, a positive correlation was found between the PWV and total plasma 
microparticles. Moreover, plasma microparticles expressed pro-MMP9, active MMP9 and 
NOX5 expression, although no differences were observed between patient groups. We suggest 
that plasma microparticles are a source of these proteins. 
CONCLUSIONS 
In conclusion, the use of experimental models and patients provides the first 
demonstration that MMP9 activation is exclusively dependent on the presence of albuminuria 
itself, independent of hypertension. Thus, the resistant albuminuria developed under RAS 
blockade, with BP and lipids under control, is strongly associated with an increase in MMP9 
activity despite equal protein levels of this protease. Mechanistically, high MMP9 activity 
associated with resistant albuminuria is due to reduced MMP9/TIMP1 interactions and 
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increased levels of oxidized TIMP1, leading to activation of inducible MMP9. The increase in 
MMP9 activity can increase the degradation of type IV collagen, the most abundant 
component of the glomerular MEC. This can lead to the loss of ECM structure and the 
development of albuminuria.  Therefore, an apparently adequate chronic RAS blockade does 
not guarantee good control of MMP9 activity in patients at an early stage of CKD. In this sense, 
we have observed the beneficial effect of a supplementation with calcitriol on vascular 
function and MMP9 activity in MWF rats.  
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1 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y RENAL 
1.1 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 
 Las enfermedades cardiovasculares (CV) se definen como un grupo de enfermedades 
relativas al corazón y a los vasos sanguíneos que incluyen cardiopatía coronaria, enfermedad 
cerebrovascular, arteriopatía periférica, cardiopatía reumática, cardiopatía congénita, embolia 
pulmonar y trombosis venosa profunda (OMS, 2015). Según la organización mundial de la 
salud (OMS), las enfermedades CV son la primera causa de muerte a nivel global, provocando 
cada año el fallecimiento de 17 millones de personas. Se estima, que para 2030, sean la causa 
de casi el 24% de las defunciones mundiales. En Europa, las enfermedades CV son la causa de 
más de la mitad de las muertes, y en España, son la principal causa de muerte, llegando a 
provocar actualmente el 31% de las defunciones (OMS, 2013).  
1.2 ENFERMEDAD RENAL 
 La insuficiencia renal crónica se define según las guías internacionales del consorcio KDIGO 
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes), como la presencia de alteraciones en la 
estructura o la función renal durante al menos tres meses con implicaciones para la salud 
(KDIGO, 2012). Su diagnóstico clínico se basa en la determinación de dos factores 
principalmente, el índice de filtrado glomerular estimado (IFGe) como indicador de la función 
renal y la aparición de albúmina en orina (albuminuria) como marcador de daño renal (Ruilope, 
2002). Según estos dos parámetros las guías KDIGO han clasificado la insuficiencia renal 
crónica en función de su gravedad, en distintos grados, como se muestra en la siguiente tabla. 
Tabla 1. Clasificación en grados de la enfermedad renal crónica. Modificado de Gorostidi y cols., 2014 y Ruilope y 
cols., 2011. Cociente A/C, albúmina/creatinina 
CATEGORÍAS DEL FILTRADO GLOMERULAR 
Categoría FG (mL/min/1,73 m2) Descripción 
G1 ≥ 90 Normal o elevado 
G2 60-89 Ligeramente disminuido 
G3a 45-59 Ligera a moderadamente disminuido 
G3b 30-44 Moderada a gravemente disminuido 
G4 15-29 Gravemente disminuido 
G5 <15 Insuficiencia renal 
CATEGORÍAS DE ALBUMINURIA 
Categoría Cociente A/C (mg/g) Descripción 
Hombres  Mujeres 
A1 <15 <10 Normal 
10 - <20 15 - <30 Ligeramente alta 
A2 20 - 200 30 - 300 Moderadamente elevada 
A3 >200 >300 Severamente elevada 
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1.3 FACTORES DE RIESGO DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y RENAL 
 Los hábitos de vida de la sociedad actual juegan un papel fundamental en el desarrollo de 
las enfermedades CV. La alimentación de nuestra sociedad se caracteriza por una ingesta de 
sal y de ácidos grasos saturados por encima de los niveles recomendados por la OMS, que 
junto con el sedentarismo, favorecen el aumento de obesidad y la prevalencia de diabetes en 
la población. Todo esto favorece la instauración de factores de riesgo como la hipertensión, la 
dislipemia y la diabetes mellitus que junto con el hábito de fumar, el envejecimiento de la 
población y los antecedentes familiares aumentan la probabilidad de sufrir enfermedades CV 
(OMS, 2013). Muchos de los factores de riesgo CV citados, son también factores de riesgo para 
el desarrollo de enfermedad renal crónica (Gansevoort y cols., 2013), como se puede observar 
en la siguiente tabla (tabla 2) en la que se detallan los factores de riesgo de enfermedad renal 
y su implicación en la aparición y/o progresión de la enfermedad (Ruilope y Bakris, 2011).  
Tabla 2. Factores de riesgo de enfermedad crónica renal. Modificado de Ruilope y Bakris, 2011. 
TIPO FACTORES DE RIESGO 
Factores de predisposición Edad 
Género 
Antecedentes familiares 
Enfermedad CV 
Obesidad 
Dislipemia 
Disminución de la masa renal 
Albuminuria 
Síndrome metabólico 
Diabetes mellitus  
Presión sanguínea >125/75 mmHg 
Anemia 
Factores de iniciación Desórdenes urológicos 
Nefrotoxinas 
Enfermedad renal primaria 
Factores de perpetuación Proteinuria 
Dislipemia 
Enfermedad CV 
Tabaquismo 
Presión sanguínea >130 mmHg 
Alta ingesta de proteínas 
Hiperuricemia 
Hipoproteinemia 
 
1.4 RELACIÓN ENTRE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y RENAL: CONTINUO 
CARDIORENAL 
 La enfermedad renal y CV están íntimamente relacionadas, de hecho, la presencia de 
enfermedad renal se asocia con una alta incidencia de padecer algún evento CV, hasta el punto 
de que los pacientes con enfermedad renal que evolucionan hasta el grado de insuficiencia 
renal son una minoría, ya que la mayoría muere por enfermedad CV antes de desarrollar 
insuficiencia renal (García-Donaire y cols., 2007). Dos ejemplos claros de esta relación entre el 
sistema renal y el CV son los siguientes, por un lado, en la población con una enfermedad 
vascular instaurada, la aparición de insuficiencia renal, incluso en los estadios menos graves, 
aumenta el riesgo de padecer una enfermedad coronaria (Segura y Ruilope, 2011), por otro 
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lado, la disminución del IFGe por debajo de 60 mL/min/1,73 m2 es un predictor independiente 
de mortalidad por enfermedad CV en la población general (Matsushita y cols., 2010).  
 De acuerdo con esto, se propuso el término continuo cardiorenal, mediante el cual se 
reflejaban los distintos estadios tanto de enfermedad renal como de enfermedad CV, que se 
encuentran estrechamente relacionadas. Según este modelo, al principio, sólo son detectables 
los factores de riesgo CV, seguidamente, en el segundo estadio, se pueden observar las 
consecuencias de daño en los órganos diana, como por ejemplo en el riñón, la aparición de 
albuminuria y la disminución del IFGe o en el corazón, la hipertrofia del ventrículo izquierdo. 
Por último, el tercer estadio, se caracteriza por la presencia de daño en los órganos diana 
acompañado de sintomatología o por insuficiencia CV y/o renal establecidas (Ruilope, 2012).  
 Factores de riesgo CV como un aumento de las lipoproteínas, resistencia a la insulina, 
aumento del estrés oxidativo, aumento de la velocidad de onda de pulso (VOP) como 
marcador de rigidez arterial, aumento de los niveles séricos de ácido úrico y de la actividad 
simpática, la presencia de marcadores inflamatorios y procoagulantes o la obesidad, entre 
otros, se asocian con una disminución del IFGe (Segura y Ruilope, 2005). Así mismo, la pérdida 
de la función renal se asocia con multitud de efectos adversos dentro de los cuales se 
encuentra el aumento del riesgo de muerte por enfermedad CV (van der Velde y cols., 2009; 
Satoh, 2012) incluso en la población general (Hillege y cols., 2002; Verhave y cols., 2004; Chang 
y cols., 2013). En este contexto, la guía KDIGO ha elaborado una tabla que se muesta a 
continuación (tabla 3) con los dos parámetros determinantes del estado renal (el IFGe y la 
albuminuria), mediante la que se clasifica, por colores, el riesgo de sufrir 5 eventos como son, 
mortalidad global, mortalidad CV, fracaso renal tratado con diálisis o trasplante, fracaso renal 
agudo y progresión de la enfermedad renal (Gorostidi y cols., 2014).  
Tabla 3. Clasificación de la enfermedad renal crónica según la guía KDIGO (2012). El color verde corresponde a la 
categoría de menor riesgo de sufrir 5 eventos como son, mortalidad global, mortalidad CV, fracaso renal tratado 
con diálisis o trasplante, fracaso renal agudo y progresión de la enfermedad renal, el color amarillo corresponde a 
riesgo moderadamente aumentado, el naranja a riesgo alto y rojo a muy alto. Tomada de Gorostidi y cols., 2014. 
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 Son numerosos los estudios clínicos en los que se asocian la enfermedad renal y la 
enfermedad CV. En el estudio HOT (Hypertension Optimal Treatment), se concluyó que los 
valores de creatinina sérica eran predictores de riesgo CV, incluso cuando existía un buen 
control de la presión arterial (Zanchetti y cols., 2001). El estudio Hoorn mostró que una 
pérdida moderada de la función renal está asociada a un aumento del riesgo de muerte por 
causas CV (Henry y cols., 2002). De hecho, en el 7JNC (7th report of the Joint National 
Committee) se reconoció que la presencia de albuminuria y valores del IFGe por debajo de 60 
mL/min/1,73 m2 como los dos mayores factores de riesgo de enfermedad CV (Chobanian y 
cols; 2003), de tal forma que en los estadios más tempranos de insuficiencia renal, se observa 
un aumento de la mortalidad CV, incluso en la población general (Ruilope y Bakris, 2011). En 
este sentido se ha descrito que la relación entre la función renal y el riesgo de sufrir eventos 
CV aparece en estadíos tempranos de enfermedad CV y renal (Ruilope y Segura, 2006). 
2 HIPERTENSIÓN ARTERIAL COMO FACTOR DE RIESGO 
CARDIOVASCULAR Y RENAL 
 Los valores de presión arterial dependen tanto del gasto cardíaco, como de la resistencia 
periférica que ofrecen los vasos sanguíneos. Y se controlan a través de diferentes mecanismos 
como son los barorreceptores arteriales, el metabolismo hidrosalino y el sistema renina-
angiotensina (SRA). El SRA tiene un papel esencial en la regulación de los electrolitos y el 
volumen sanguíneo. La angiotensina II (Ang II) es el principal efector del SRA, ejerce su función 
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en numerosos órganos como el cerebro, el corazón, el riñón, las glándulas adrenales y los 
vasos periféricos para regular la presión sanguínea, la concentración de electrolitos y el 
volumen extracelular. Una estimulación inapropiada del SRA se asocia con hipertensión, 
infarto de miocardio e ictus (Lucisano y cols., 2013). 
 En el año 2003, la Sociedad Europea de Hipertensión (ESH) y la Sociedad Europea de 
Cardiología (ESC), establecieron una clasificación que se muestra a continuación (tabla 4) de 
los valores de presión arterial que no se ha modificado desde entonces (ESH/ESC, 2013). 
Tabla 4. Definición y clasificación de los niveles de presión sanguínea. Modificado de ESH/ESC, 2013. 
Categoría Sistólica (mmHg)  Diastólica 
(mmHg) 
Óptima < 120 y <80 
Normal 120-129 y/o 80-84 
Normal-alta 130-139 y/o 85-89 
Hipertensión-grado 1 140-159 y/o 90-99 
Hipertensión-grado 2 160-179 y/o 100-109 
Hipertensión-grado 3 ≥ 180 y/o ≥ 110 
Hipertensión sistólica aislada ≥ 140 y <90 
 
 Siguiendo esta clasificación se establece la hipertensión como los valores de presión arterial 
sistólica superiores a 140 mmHg y/o valores de presión arterial diastólica superiores a 90 
mmHg (ESH/ESC, 2013). La hipertensión afecta a más de 1.000 millones de personas a nivel 
mundial, llegando a ser 9, los millones que cada año mueren por complicaciones asociadas a 
este aumento de la presión sanguínea (OMS, 2013). Este aumento de la presión arterial tiene 
consecuencias en varios órganos, puede afectar a la retina, al riñón, al cerebro y al sistema CV 
principalmente.  
2.1 HIPERTENSIÓN COMO FACTOR DE RIESGO CARDIOVASCULAR 
 Datos obtenidos del estudio Framingham muestran que la prevalencia de morbilidad y 
mortalidad CV es mayor en individuos con presión arterial normal en comparación con 
aquellos que presentan una presión sanguínea óptima, y que esta prevalencia aumenta más en 
pacientes con valores de presión considerados como normal-alta (Vasan y cols., 2001). La 
hipertensión predispone a insuficiencia cardíaca, angina de pecho o infarto de miocardio, 
accidente cerebrovascular, coronariopatía y enfermedad arterial periférica (JNC 7, 2003). A 
nivel vascular puede afectar a las distintas capas que forman la pared vascular, siendo causa 
y/o consecuencia de disfunción endotelial y rigidez arterial entre otras. 
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2.1.1 CONSECUENCIAS DE LA HIPERTENSIÓN A NIVEL VASCULAR 
2.1.1.1 ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL 
El sistema circulatorio consta de diversos tipos de vasos sanguíneos, que se pueden 
clasificar según el diámetro de la luz, el grosor y el componente mayoritario de la capa 
media en: arterias elásticas o de conducción y arterias musculares o de resistencia.  
Histológicamente, la pared arterial consta de tres capas celulares que se diferencian 
tanto en la estructura como en la función. Desde el exterior hasta la luz del vaso se 
distinguen la adventicia, la capa media y la capa endotelial, separadas por dos láminas de 
elastina: la lámina elástica interna y la lámina elástica externa (figura 1). Los componentes 
de la pared arterial cumplen varias funciones, como dar soporte mecánico, participar en la 
actividad vasomotora y función metabólica. 
 
Figura 1. Estructura de la pared arterial. Modificado de Mescher AL. Junqueira’s Basic Histology. Text and Atlas. 12th 
Edition, 2010. 
 
2.1.1.2 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL  
 El endotelio se encuentra implicado en la regulación de numerosos procesos fisiológicos. 
Por un lado, forma una barrera de permeabilidad selectiva para el intercambio de sustancias 
entre la sangre y los tejidos. Y por otro, controla la coagulación sanguínea, la migración de las 
células a través de la pared vascular, la regulación del tono vascular y del flujo sanguíneo local  
mediante la liberación de distintos factores vasoconstrictores y otros vasodilatadores, para 
mantener un tono vascular adecuado según las demandas del organismo (Griendling y 
Alexander, 1996; Geneser, 2001).  
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 La disfunción endotelial se puede definir como el conjunto de alteraciones que afectan a la 
síntesis, liberación, difusión, o degradación de los factores generados por el endotelio (Esteller, 
2005). Es el resultado de la combinación de una respuesta vasodilatadora anormal por parte 
de las CE y de un desequilibrio en las sustancias que determinan el tono vascular que se 
producen o actúan sobre el endotelio (Chade y cols., 2013). La disfunción endotelial se 
caracteriza por la liberación de distintas moléculas como las especies reactivas de oxígeno 
(EROs), moléculas vasoconstrictoras como Ang II y endotelina (ET)-1 y por un desajuste entre 
citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias que producen un daño de las células del 
endotelio vascular y la consiguiente pérdida de su función. Estos hechos se traducen en una 
disminución de la biodisponibilidad del óxido nítrico (NO), que es el principal contribuyente a 
la dilatación vascular, un aumento de la permeabilidad vascular y la adhesión de células 
mononucleares y plaquetas a la superficie endotelial (Nieuwdorp y cols., 2006; Futrakul y cols., 
2009). Por otro lado, los prostanoides derivados de la ciclooxigenasa (COX) endotelial también 
regulan la función vascular (Doroudi y cols., 2000; Shi y Vanhoutte, 2008). Dentro de este 
grupo hay prostanoides vasoconstrictores como por ejemplo el tromboxano A2 o la 
prostaglandina H2 (Katusic y cols., 1988) y otros con función vasodilatadora como la 
prostacilina (Félétou y Vanhoutte, 2006). La disfunción endotelial está implicada en la 
fisiopatología de la hipertensión, de la insuficiencia coronaria, insuficiencia cardíaca crónica, 
insuficiencia arterial periférica, diabetes e insuficiencia renal crónica entre otras (Chade, 2013). 
2.1.1.3  RIGIDEZ ARTERIAL 
La rigidez arterial se puede definir como la disminución de la distensibilidad y contractilidad 
de la pared arterial en respuesta a cambios de presión (Cecelja y Chowienczyk, 2012). Hoy en 
día el mejor determinante de la rigidez arterial es la medida de la VOP, es decir la velocidad 
con la que viaja el pulso en un determinado segmento arterial (Laurent y cols., 2016), de tal 
manera que se considera que un paciente tiene rigidez arterial a partir de un valor de VOP 
igual o mayor a 10 m/s según las guías ESH/ESC, 2013. Concretamente, la determinación de 
esta medida en la aorta es la más relevante, ya que esta arteria y sus primeras ramas, son las 
responsables de la mayoría de los efectos patológicos de la rigidez arterial (Mule y cols., 2009). 
Además, la rigidez arterial no se distribuye uniformemente sobre el árbol vascular, sino que 
aparece sobre todo, en vasos centrales y de conducción, siendo más moderada en las arterias 
periféricas. 
El aumento de la rigidez arterial es un distintivo de los procesos de envejecimiento, pero 
también es un marcador de aumento de riesgo de padecer infarto de miocardio, insuficiencia 
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cardiaca, ictus, demencia y enfermedad renal (Coutinho y cols., 2011; Georgianos y 
cols., 2015). En el Farmingham Heart Study se confirmó que la rigidez arterial es un predictor 
de morbilidad y mortalidad en la población general, pacientes hipertensos, ancianos y 
pacientes con insuficiencia renal (Mitchell y cols., 2010). Con respecto a esta última se ha 
descrito que pacientes con rigidez arterial presentan también albuminuria y una disminución 
moderada del IFGe (Jia y cols., 2014). 
 Mecanismo subyacente a la aparición de rigidez arterial 
La matriz extracelular (MEC) de la pared de los vasos sanguíneos se encuentra formada por 
colágeno, elastina, glicoproteínas y proteoglicanos. El colágeno y la elastina permiten la 
integridad estructural y elástica del vaso manteniendo un flujo sanguíneo continuo (Richart y 
cols., 2007). La proporción de estas dos macromoléculas se mantiene estable por un proceso 
dinámico de producción y degradación por la acción colagenolítica y elastolítica de las 
proteasas de MEC. Situaciones como un aumento de la presión arterial pueden desencadenar 
la desregulación de este equilibrio con la consiguiente disminución de elastina y la 
sobreproducción de colágeno en la pared arterial que forma una estructura menos efectiva, lo 
cual contribuye a la aparición de rigidez arterial (Avolio y cols., 1998; Laurent y cols., 2005). La 
histología de los vasos con rigidez muestra una colocación desordenada y anormal de las 
células endoteliales (CE), un aumento de colágeno, moléculas de elastina rotas y 
deshilachadas, infiltración de células de músculo liso vascular (CMLV), macrófagos y células 
mononucleares, un aumento de las proteasas de MEC, TGFβ (factor de crecimiento 
transformante β), moléculas de adhesión celular y citoquinas (Shirwany y Zou, 2010).  
2.2 HIPERTENSIÓN COMO FACTOR DE RIESGO RENAL  
 Los riñones juegan un papel muy importante en el origen de la hipertensión esencial, al 
igual que son uno de los principales órganos afectados por un aumento de la presión arterial 
(Ruilope, 2002). Por lo tanto, un aumento de la presión arterial puede ser tanto causa como 
consecuencia de la enfermedad renal crónica (García-Donaire y cols., 2007). El riñón, a través 
de su función de regulación del equilibrio hidrosalino y mediante el SRA, juega un papel muy 
importante en la regulación de la presión sanguínea. En EE.UU. la hipertensión es una de las 
principales causas de prevalencia de insuficiencia renal (Wadei y Textor, 2012). En este 
contexto, se ha descrito que la hipertensión es el mayor factor de riesgo en el desarrollo y 
progresión de la insuficiencia renal (Segura y Ruilope, 2011). Además, la prevalencia de la 
hipertensión aumenta gradualmente con el avance de la insuficiencia renal, siendo del 79,1% 
de los pacientes en estadio 1 y llegando al 95,5% en los pacientes en estadio 4 y 5 (Sarafidis y 
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cols., 2008). De tal forma, que dicha prevalencia se asocia estrechamente con la función renal 
(Wadei y Textor, 2012).  
 En las encuestas de salud estadounidenses NAHNES (National Health and Nutrition 
Examination Survey), en concreto NAHNES III, se concluyó con los datos obtenidos a partir de 
15.600 individuos, que más del 40% de los participantes con un IFGe de 60-90 mL/min/1,73 m2 
presentaban niveles de presión arterial mayores o iguales a 140/90 mmHg. La prevalencia de 
los pacientes con hipertensión aumentaba más de un 75% en aquellos participantes con un 
IFGe menor de 30 mL/min/1,73m2 (K/DOQI, 2002). Incluso se ha descrito que pacientes con 
valores de presión arterial de 120-129/80-84 mm Hg presentan un mayor riesgo de desarrollar 
enfermedad crónica renal en comparación con aquellos que presentaron valores de presión 
arterial considerados como óptimos (Huang y cols., 2014). Además, en los pacientes 
hipertensos la aparición de albuminuria se asocia con la disminución del IFGe (Segura y cols., 
2006).  
 El otro parámetro indicador de la función renal, la albuminuria, también se ve afectado por 
la aparición de hipertensión. De hecho, se estima que la prevalencia de la albuminuria en la 
población con hipertensión es del 23% frente al 7% de la población general (Menne y cols., 
2010) como se muestra en la figura 2.  
 
Figura 2. Prevalencia de la albuminuria en la población sana, población general y población con hipertensión. 
Modificado de Menne y cols., 2010. 
 En este sentido, el desarrollo de albuminuria en pacientes hipertensos se observa 
especialmente en aquellos pacientes hipertensos que no están bien controlados (Segura y 
Ruilope, 2005; Dobre y cols., 2009). Además, la aparición de albuminuria en pacientes con 
hipertensión aumenta el riesgo CV. De hecho, los pacientes hipertensos que desarrollan 
insuficiencia renal muestran una probabilidad de sufrir eventos CV es 2,5 veces superior a 
aquellos que presentan una función renal normal (Segura y cols., 2004).  
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3 ALBUMINURIA COMO FACTOR DE RIESGO RENAL Y 
CARDIOVASCULAR 
 La albuminuria es el resultado del paso de la albúmina desde el plasma a la orina debido a 
una pérdida de la permeabilidad selectiva de la barrera de filtrado glomerular (BFG) (Macconi 
y cols., 2006). Como se detalló con anterioridad (tabla 1), la albuminuria se define como la 
excreción urinaria de albúmina, expresada como el cociente albúmina/creatinina, superior a 20 
mg/g en hombres o superior a 30 mg/g en mujeres. A su vez la albuminuria se divide en 
función de su severidad en albuminuria moderada o alta, (aquellos valores >20 y ≤200 mg/g en 
hombres y >30 y ≤300 mg/g en mujeres) y albuminuria severa o muy alta (aquellos valores 
>200 mg/g en hombres y >300 mg/g en mujeres) (Gorostidi y cols., 2014).  
 La albuminuria puede aparecer como consecuencia del envejecimiento y en condiciones 
fisiológicas como el ejercicio físico, la postura, la hipoxia inducida por la altitud, etc. En este 
caso, la albuminuria desaparece al eliminarse la situación de estrés. Pero, también se asocia a 
condiciones patológicas como la hipertensión, anteriormente mencionada, el síndrome 
metabólico, y puede aparecer como consecuencia de numerosas enfermedades inflamatorias 
como periodontitis, hepatitis y colitis (Abdelhafiz y cols., 2011). 
3.1 ALBUMINURIA COMO FACTOR DE RIESGO RENAL 
 Aunque la determinación de la función renal a través del IFGe es un importante marcador 
de enfermedad renal crónica, la albuminuria es un mejor predictor de la aparición de esta 
enfermedad (Iseki y cols., 2003; Gansevoort y cols., 2010; Ibrini y cols., 2012), incluso en la 
población general libre de otros marcadores de riesgo (van der Velde y cols., 2009; Cerasola y 
cols., 2010). Los individuos con un empeoramiento en el IFGe, pero que no presentan un 
aumento en la excreción urinaria de albúmina, tienen un riesgo moderado de padecer 
enfermedad renal. Por el contrario, los individuos con albuminuria tienen un alto riesgo de 
padecer enfermedad renal de forma independiente del IFGe, del género, de la edad y de los 
factores de riesgo CV incluso en la población general (van der Velde y cols., 2009; Hemmelgarn 
y cols., 2010). Se ha descrito, que la albuminuria puede aparecer antes incluso de que se 
observe ninguna modificación en el IFGe (Segura y Ruilope, 2005). Por lo tanto, la albuminuria 
se considera un marcador de enfermedad crónica renal, que no sólo predice su aparición, sino 
que también da información sobre su evolución, ya que a medida que aumenta la albuminuria 
disminuye la función renal. En un primer momento, la albuminuria puede ser un proceso 
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reversible que se vuelve crónico con la progresión de los cambios estructurales en el riñón a 
medida que avanza la enfermedad renal (Abdelhafiz y cols., 2011).  
El empeoramiento de la función renal en la población general es muy frecuente y 
normalmente asintomático, lo cual favorece que exista un alto porcentaje de individuos que 
no están diagnosticados (Verhave y cols., 2004). Teniendo en cuenta este factor y el alto valor 
pronóstico de la albuminuria, se ha puesto de manifiesto la importancia de la determinación 
de la excreción urinaria de albúmina en toda la población, para localizar a los individuos en 
riesgo lo más rápido posible (Verhave y cols., 2004), ya que la determinación de la albuminuria 
sólo en la población con una enfermedad instaurada dejaría sin identificar a cerca de la mitad 
de los individuos en riesgo de padecer una enfermedad renal y/o CV (Gansevoort y cols., 
2010). 
3.2 ALBUMINURIA COMO FACTOR DE RIESGO CARDIOVASCULAR 
 En 1984 Mogensen fue el primero en describir la importancia de la albuminuria no solo 
como factor de riesgo renal, sino también como un poderoso predictor de mortalidad CV en 
pacientes con diabetes (Mogensen, 1984). En el estudio PREVEND (Prevention of Renal and 
Vascular End-Stage Disease) se concluyó que la albuminuria es un predictor de mortalidad CV 
independientemente de otros factores de riesgo CV en la población general (Hillege y cols., 
2002). Sin embargo, en los últimos años también ha cobrado importancia como marcador 
pronóstico de riesgo CV y renal en individuos no diabéticos (Cerasola y cols., 2010).  
 La albuminuria se considera un factor de riesgo CV independiente (Segura y Ruilope, 2006), 
cuya aparición se asocia a un aumento de la incidencia de eventos CV (Segura y Ruilope, 2005). 
De hecho, el riesgo de sufrir un evento CV aumenta de forma dependiente con la cantidad de 
albúmina excretada. En este sentido, los individuos con albuminuria moderada tienen un 47% 
más de riesgo, y los que presentan albuminuria severa un 117% más de riesgo CV (Perkovic y 
cols., 2008).  
 En este contexto, se ha establecido una relación entre la aparición de albuminuria y el 
aumento de masa de ventrículo izquierdo (Segura y Ruilope, 2005). En el estudio LIFE (Losartan 
Intervention for End-point Reduction in Hypertension) se observó que un aumento de los 
niveles de excreción urinaria de albúmina se traducían en un aumento de la mortalidad CV en 
los pacientes hipertensos con hipertrofia de ventrículo izquierdo (Wachtell y cols., 2003). 
Además, se ha observado que la asociación entre excreción urinaria de albúmina y 
enfermedad CV empieza a establecerse a niveles inferiores de los considerados como 
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albuminuria moderada. Por esta razón, se ha propuesto disminuir el límite inferior dentro del 
cual se considera que aparece albuminuria (30 mg/g), ya que se ha observado que pacientes 
con un coeficiente albúmina/creatinina de 15-29,9 mg/g presentan aterosclerosis en la 
carótida y rigidez arterial en mayor medida que aquellos con valores de albuminuria por 
debajo de 15 mg/g (Lee y cols., 2012).  
3.3 ESTRUCTURA Y FISIOPATOLOGÍA DE LA NEFRONA 
La orina se forma en los riñones a partir de la filtración de las sustancias de desecho del 
organismo. Por esta razón, son órganos muy irrigados que presentan una estructura en la que 
se permite un estrecho contacto entre los vasos sanguíneos y las nefronas, que son las 
unidades funcionales del riñón. Las nefronas son células muy especializadas que se dividen en 
distintas partes como se muestra en la figura 3 de acuerdo con su función. El glomérulo renal, 
en el cual se produce la filtración de la sangre para formar una orina primaria muy diluida, y la 
porción tubular, en la que mediante procesos de reabsorción y secreción se continúa con el 
proceso de formación de la orina (Porth, 2009). 
 
 
 
Figura 3. Modelo explicativo de la estructura de una nefrona. En esta imagen se pueden diferenciar las distintas 
partes que forman la nefrona. Las arteriolas que forman parte del glomérulo contenido en la cápsula de Bowman, el 
túbulo renal, el asa de Henle y las vénulas que la rodean y finalmente el túbulo colector. 
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 El sistema de filtrado de sustancias de desecho a través de la BFG está diseñado de tal 
forma que sólo permite el paso de sustancias de bajo peso molecular de la sangre a la orina, 
impidiendo que se pierdan moléculas con función biológica para el organismo. La albuminuria 
puede ser el resultado de una sobre filtración glomerular o de una disminución en la 
reabsorción tubular o una combinación ambas (Abdelhafiz y cols., 2011). Si existe un daño 
glomerular que permite el filtrado de albúmina desde el torrente sanguíneo a la orina en 
formación, la mayor parte se reabsorbe por las células epiteliales del túbulo proximal en un 
proceso activo mediante el cual se devuelven al torrente sanguíneo (Tenten y cols., 2013). A 
continuación se detallarán las partes estructurales de la nefrona implicadas en la aparición de 
albuminuria. 
3.3.1  BARRERA DE FILTRACIÓN GLOMERULAR Y DESARROLLO DE ALBUMINURIA 
La BFG tiene un grosor de 250-400 nm y está formada por tres capas, dos de las cuales son 
celulares como se muestra en la figura 4. Una capa de CE que forman el endotelio glomerular, 
en contacto con el torrente sanguíneo, y una capa de células especializadas, llamadas 
podocitos en la parte más externa. Estas dos capas son las encargadas de generar una tercera, 
que es la MEC glomerular, también conocida como membrana basal glomerular, que se 
localiza entre medias de las dos (Suh y Miner, 2013).  
BARRERA DE FILTRACIÓN GLOMERULAR 
 
Figura 4. Micrografía electrónica de la barrera de filtración glomerular (x30000). Modificado de Rabelink y Zeeuw, 
2015. 
El daño en cualquiera de las partes que forman la BFG, desencadenará el paso patológico 
de sustancias de un peso molecular mayor, al que en situación fisiológica se retendrían en el 
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torrente sanguíneo (Zhang y cols., 2014). A continuación se profundizará en el estudio de cada 
una de las capas y en su contribución a la aparición de albuminuria. 
3.3.1.1 ENDOTELIO GLOMERULAR FENESTRADO 
 La primera barrera con la que se encuentran los componentes sanguíneos es la capa 
endotelial fenestrada que forma los capilares del glomérulo. El endotelio que forma estos 
capilares difiere del resto porque presenta poros, denominados fenestras, con un tamaño 
entre 60-100 nm que comprenden el 20% de la superficie endotelial. La presencia de estos 
poros permite un aumento de la superficie de filtrado (Dane y cols., 2013) que se traduce en 
una permeabilidad al agua varios órdenes de magnitud superior a la que presentan otros 
lechos vasculares, existiendo una correlación directa entre la densidad de fenestras y la 
permeabilidad al agua (Satchell, 2013).  
 Las CE están recubiertas por un glicocálix formado por un núcleo proteico (sindecanos) y 
cadenas laterales de heparán sulfato y de condroitín sulfato (Dane y cols., 2013) como se 
puede observar en la figura 5. Este glicocálix juega un papel activo en el filtrado glomerular ya 
que además de disminuir el tamaño de poro de las fenestras, haciéndolas aún más restrictivas, 
confiere a la capa endotelial una carga negativa que repele a las moléculas plasmáticas que 
tienen la misma carga electrostática, como es el caso de la albúmina (Satchell, 2013). 
 
Figura 5. Modelo representativo de la estructura del endotelio glomerular fenestrado. Modificado de Rabelink y 
Zeeuw, 2015. 
 Los primeros estudios acerca de la permeabilidad selectiva de la BFG los realizaron 
Farquhar y Palade utilizando trazadores de varios tamaños y de diferente carga neta. De esta 
manera, demostraron que las moléculas de tamaño superior al de la albúmina al igual que 
aquellas que presentaban una carga neta negativa tenían restringido el paso a través dicha 
barrera (Farquhar y Palade, 1961; Farquhar y cols., 1961*; Brenner y cols., 1978). De hecho, la 
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destrucción enzimática de los distintos componentes de la capa endotelial produce una 
disminución de su profundidad y de su carga aniónica, que se traduce en un aumento de la 
excreción urinaria de albúmina. Conforme a esto, se ha observado que la infusión con 
hialuronidasa, produce la eliminación de los polisacáridos que forman el glicocálix de las CE 
fenestradas, permitiendo el paso de la albúmina a través del endotelio glomerular (Dane y 
cols., 2013).  
Esta pérdida de la capa endotelial asociada a la aparición de albuminuria, también ocurre 
en procesos como el envejecimiento (Salmon y Satchell, 2012), y en patologías como la 
diabetes mellitus tipo I en la que una reducción del volumen del glicocálix endotelial sistémico 
se asocia a un aumento de la excreción urinaria de proteínas (Nieuwdorp y cols., 2006). Entre 
otros factores, las EROs, como se desarrollará en el punto 4.1.3.1, son los principales 
mediadores de las alteraciones y la destrucción del glicocálix endotelial (Vlahu y col., 2012; 
Singh y cols., 2013). A diferencia de otros lechos vasculares, el endotelio glomerular fenestrado 
no está en contacto con una capa de células musculares, sino que se encuentra en contacto 
directo con la MEC glomerular.  
3.3.1.2 MATRIZ EXTRACELULAR GLOMERULAR 
 La siguiente capa que forma la BFG es la MEC, que se genera a partir de los podocitos y de 
las CE glomerulares durante el desarrollo glomerular. El hecho de que derive de dos tipos 
celulares distintos hace que sea una membrana de mayor grosor que el resto de las 
membranas de MEC del organismo (St. John y Abrahamson, 2001; Abrahamson, 2012). 
 La MEC está formada por laminina y colágeno tipo IV principalmente (Scott y Quaggin, 
2015) y en menor proporción por nidógeno y proteoglicanos de heparán sulfato. Cada una de 
las moléculas que forman la MEC glomerular tiene una colocación específica, por ejemplo, el 
colágeno tipo IV y el nidógeno se localizan en la región central y las integrinas se localizan en la 
superficie de los podocitos (Scott y Quaggin, 2015). Esto permite que se entrelacen, dejando 
poros de un diámetro que va de los 4 a los 10 nm (Hironaka y cols., 1993). Este tamaño de 
poro juega un papel muy importante en el filtrado glomerular, haciendo de la MEC la segunda 
capa de control del paso de sustancias desde el torrente sanguíneo a la orina. Una 
desestructuración de la MEC, puede producir un aumento del tamaño de poro de la misma, 
permitiendo el paso de sustancias de mayor tamaño a la orina y por lo tanto generando 
albuminuria (Scott y Quaggin, 2015). Así mismo, se observó un empaquetamiento 
desestructurado de las fibras que forman la MEC glomerular, llegando a presentar un mayor 
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tamaño de poro, de hasta 40 nm de diámetro en un modelo animal de albuminuria (Hironaka y 
cols., 1996). 
 Laminina 
 Las lamininas son proteínas que se secretan como heterómeros αβγ estabilizados por 
puentes disulfuro cuya combinación genera 15 tipos proteicos diferentes (Miner, 2011). Estas 
proteínas presentan sitios de unión a receptores de superficie celular como integrinas y 
distroglicanos (Suh y Miner, 2013). Además contienen un dominio N-terminal que es el 
responsable de las interacciones entre esta proteína y la MEC, lo cual, permite la generación 
de un polímero que se entrelaza y forma una red de laminina esencial para el mantenimiento 
de la integridad de la BFG (Smyth y cols., 1999). De hecho, se ha observado en roedores que la 
disminución de los niveles normales de laminina provoca albuminuria, hematuria e 
insuficiencia renal (Shannon y cols., 2006). 
 Colágeno tipo IV 
 Es la proteína más abundante de la MEC glomerular, comprende alrededor del 50% de la 
masa proteica total de la MEC (Suh y Miner, 2013) y tiene una gran importancia en el 
mantenimiento de la estabilidad de la BFG (Miner, 2012). Es una proteína trimérica que 
consiste en 3 cadenas α ricas en residuos de glicina que se enrollan una sobre otra formando la 
triple hélice de colágeno. A diferencia de otros tipos de colágeno, en las moléculas de colágeno 
tipo IV, son comunes las interrupciones en esta repetición de residuos de glicina, lo cual genera 
moléculas más flexibles (Miner, 2011).  
 Proteoglicanos de heparán sulfato 
 Están formados por un núcleo proteico central al cual se anclan residuos de 
glicosaminoglicanos sulfatados que confieren una carga negativa a la MEC (Suh y Miner, 2013). 
Entre las proteínas que forman los núcleos, se encuentran agrina, percelano y colágeno tipo 
XVIII (van den Hoven y cols., 2008; Goldberg y cols., 2009; Sachs y Sonnenberg, 2013; Suh y 
Miner, 2013). Aunque en un principio se creyó que la carga negativa aportada por la MEC 
contribuía a la carga neta negativa de la BFG y por lo tanto, al impedimento que esta genera al 
paso de sustancias cargadas negativamente del plasma a la orina, recientemente se ha 
demostrado que la ruptura de las cadenas laterales sulfatadas de los proteoglicanos de la MEC 
mediante el tratamiento con heparanasa, no favorece la aparición de albuminuria (Haraldsson 
y cols., 2008). 
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 Nidógeno 
Estas proteínas actúan como nexo de unión de las redes de laminina y de colágeno tipo IV de la 
MEC (Miner, 2012) proporcionando una estabilidad extra a la BFG (Suh y Miner, 2013). 
 Receptores de adhesión matriz extracelular-célula. Integrinas y distroglicanos. 
Las integrinas son proteínas capaces de unir el citoesqueleto celular con la MEC, dando un 
refuerzo físico que confiere estabilidad frente a los cambiantes estímulos de estrés que sufre el 
glomérulo renal, ya que la adhesión de las células a la MEC se puede modular por alteraciones 
en la activación de las integrinas o por el nivel de estas proteínas en la superficie celular (Sachs 
y Sonnenberg, 2013). Los distroglicanos son proteínas encargadas de unir la actina del 
citoesqueleto a las moléculas de laminina. 
 Aunque la composición de la MEC que forma la BFG ha sido ampliamente estudiada, 
todavía van surgiendo nuevas proteínas en su composición como son el colágeno tipo VI y 
TINAGL1 (TubuloInterstitial Nephritis AntiGen Like 1), cuya función está todavía por determinar 
(Lennon y cols., 2014). 
3.3.1.3 PODOCITOS 
 La tercera y última capa que forma la BFG son los podocitos. Son células polarizadas que 
presentan un cuerpo arborizado con múltiples proyecciones que se subdividen formando 
pedicelos que se anclan a la MEC glomerular aumentando así la superficie de filtrado (Sachs 
y Sonnenberg, 2013). 
 
 
Figura 6. Modelo representativo de la estructura de los podocitos glomerulares. En esta figura se puede observar las 
proteínas nefrina y podocina que forman parte de la ranura de filtración, la proteína adaptadora CD2AP y la actina 
que forma parte del citoesqueleto de los podocitos. Modificado de Grahammer y cols., 2013. 
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 Los podocitos se unen entre sí gracias a estructuras intercelulares denominadas ranuras de 
filtración que están formadas por las proteínas nefrina y podocina como se muestra en la 
figura 6. Estas estructuras son el portal de salida de la orina primaria, y además tienen la 
función de retener componentes plasmáticos de alto peso molecular. Por lo tanto, el daño en 
la estructura que forman los podocitos puede desencadenar la aparición de albúmina en orina 
(Scott y Quaggin, 2015). La expresión de nefrina se suprime en condiciones patológicas y se 
asocia a una pérdida de la selectividad de la BFG y por lo tanto, al desarrollo de albuminuria 
(Lucisano y cols., 2013). Tanto en modelos experimentales como en pacientes con una elevada 
excreción urinaria de albúmina, se ha observado la pérdida de podocitos glomerulares 
(Macconi y cols., 2006). Esto se debe a que los podocitos dañados pueden despegarse de la 
MEC glomerular, provocando la disminución en su número que acompaña a la progresión de la 
enfermedad renal (Ijpelaar y cols., 2008). 
3.3.1.4 RELACIÓN ENTRE LOS DISTINTOS COMPONENTES DE LA BARRERA DE FILTRADO 
GLOMERULAR 
 Las tres capas que forman la BFG se encuentran relacionadas entre sí, de tal manera que el 
daño en cualquiera de ellas desencadena el daño en las otras, y la consiguiente aparición de 
albuminuria (Miner y cols., 2013). Por ejemplo, el aumento del paso de albúmina a través del 
endotelio puede desencadenar una saturación de los mecanismos fisiológicos de aclarado de 
los podocitos y por lo tanto dañarlos (Satchell, 2013). Los podocitos a su vez tienen un papel 
muy importante sobre la proliferación, la supervivencia y el desarrollo de las CE, ya que son los 
encargados de liberar distintos factores esenciales para el desarrollo normal del endotelio 
glomerular como son las angiopoyetinas (Scott y Quaggin, 2015). Cuando existe un daño en el 
glomérulo, la consiguiente pérdida de podocitos disminuye la producción de factor de 
crecimiento endotelial produciendo un aumento en el daño endotelial, que a su vez 
incrementa el daño en los podocitos (Futrakul y cols., 2009). Además, tanto los podocitos 
como las CE, pueden regular el remodelado de la MEC a través de la síntesis, degradación, 
reensamblaje y modificaciones químicas de sus componentes. Estos procesos son complejos y 
requieren una regulación muy estrecha para mantener la homeostasis del tejido, 
especialmente en procesos de respuesta a una lesión. De hecho, la desregulación del 
remodelado de la MEC está asociado con condiciones patológicas que pueden incluso 
exacerbar la progresión de la enfermedad (Bonnans y cols, 2014) como se estudiará en el 
punto 4.2.3. 
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 La MEC, además de restringir el paso de sustancias a la orina en función de su tamaño, 
estabiliza de manera efectiva la BFG, ya que permite el anclaje de los podocitos y las CE 
glomerulares gracias a interacciones célula-MEC (Scott y Quaggin, 2015). Los componentes de 
la MEC interactúan constantemente, comportándose como ligandos de receptores celulares 
como las integrinas, regulando la adhesión, migración, proliferación, apoptosis, supervivencia 
o diferenciación celular. La MEC puede retener y liberar localmente factores de crecimiento 
tales como el factor de crecimiento epidérmico o de fibroblastos, que se liberan tras la 
proteólisis de las moléculas de heparán sulfato. Además, la escisión de las glicoproteínas 
puede generar fragmentos de las mismas con funciones diferentes a aquellas que presenta la 
proteína de origen (Bonnans y cols., 2014). 
3.3.2 TÚBULO RENAL Y DESARROLLO DE ALBUMINURIA 
 La orina, una vez filtrada por el glomérulo, sufre un proceso de reabsorción en el túbulo 
renal. Este es un proceso altamente selectivo, en el que se produce de forma fisiológica la 
reabsorción de sustancias como glucosa, aminoácidos y de forma dependiente a las 
necesidades del organismo de iones como sodio, cloro o bicarbonato (Guyton y Hall, 2005). Un 
aumento de la filtración de moléculas como la albúmina a través del glomérulo, produce un 
aumento de su reabsorción por parte de las células tubulares, desencadenando una respuesta 
inflamatoria en el túbulo y el consiguiente daño del mismo, lo cual favorece la progresión de la 
insuficiencia renal (Mennuni y cols., 2014; Rabelink y Zeeuw, 2015). 
3.4 CAUSAS DE ALBUMINURIA ASOCIADAS CON LA HIPERTENSIÓN 
 En 1974, Parving y cols. describieron que la hipertensión esencial y la albuminuria estaban 
asociadas. Observaron la presencia de albúmina en orina en aquellos pacientes hipertensos 
que no se encontraban bien controlados, en comparación con aquellos que sí estaban 
controlados y con pacientes normotensos (Parving y cols., 1974). En los pacientes hipertensos 
la aparición de albuminuria se debe más a un aumento del paso transglomerular de la misma, 
que al resultado de la disminución de la reabsorción de albúmina en el túbulo proximal 
(Cerasola y cols., 2010). Se han propuesto dos mecanismos para explicar la aparición de la 
albuminuria en pacientes con hipertensión esencial: i) un aumento de la presión hidrostática 
glomerular y ii) un aumento de la permeabilidad de la BFG producida principalmente por la 
pérdida de la funcionalidad del endotelio glomerular.  
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3.4.1 AUMENTO DE LA PRESIÓN HIDROSTÁTICA GLOMERULAR 
 La presión hidrostática glomerular se regula mediante la vasoconstricción/vasodilatación de 
las arteriolas glomerulares tanto aferentes como eferentes. Normalmente, un aumento de la 
presión sanguínea sistémica se traduce en una vasoconstricción de las arteriolas aferentes, lo 
cual previene la transmisión del aumento de la presión al glomérulo y los posibles daños que 
pueda causarle (Cerasola y cols., 2010). Sin embargo, este mecanismo puede fallar porque: i) la 
adaptación de las arteriolas aferentes glomerulares sea defectuosa (Cerasola y cols., 2010); ii) 
la presión sistémica sea tan elevada que exceda la capacidad de compensación (Mennuni y 
cols., 2014); iii) se produzca un aumento de la contracción vascular como por ejemplo, por la 
liberación local de moléculas vasoconstrictoras. Estas situaciones producen una hipertrofia de 
los vasos sanguíneos o una constricción de las arteriolas eferentes, que se traduce en una 
disminución del área de filtrado y una elevación de la presión hidrostática intraglomerular que 
genera un aumento de la presión de filtrado a través de la BFG, aumentando de esta manera la 
permeabilidad de los capilares glomerulares (Futrakul y cols., 2009). Esta situación puede 
darse aunque haya una presión sistémica normal (Cerasola y cols., 2010).  
3.4.2 DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 
 La disfunción endotelial se ha propuesto como nexo de unión entre la hipertensión y la 
albuminuria (Hermans y cols., 2007; Satchell, 2013). La disfunción endotelial juega un papel 
muy importante en la enfermedad renal ya que está implicada en la iniciación y el desarrollo 
de albuminuria. Se considera que la aparición de albuminuria es un reflejo de disfunción 
generalizada del endotelio que afecta a todos los lechos vasculares, incluyendo los que irrigan 
cerebro, ojos, corazón y riñones, razón por la cual puede considerarse a la albuminuria como 
marcador de riesgo CV (Segura y Ruilope, 2001; Abdelhafiz y cols., 2011). Incluso se ha 
propuesto que la disfunción endotelial ocurre antes que el establecimiento de la albuminuria 
en enfermedades como la diabetes mellitus tipo I (Satchell y Tooke, 2008).  
 A nivel renal la disfunción endotelial y la consiguiente pérdida de la carga negativa del 
glicocálix endotelial contribuye al aumento de la permeabilidad de la BFG. De hecho, existen 
estudios en los que se asocia una pérdida de volumen del glicocálix que forma parte de los 
vasos sanguíneos glomerulares con la aparición de albuminuria (Rabelink y Zeeuw, 2015). Por 
otro lado, el aumento de la vasoconstricción producido por la disfunción endotelial puede 
producir hipoxia tisular y generar el consiguiente daño en el tejido, contribuyendo a la pérdida 
de la función renal (Chade, 2013). 
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3.5  ALBUMINURIA Y RIGIDEZ ARTERIAL  
La rigidez arterial depende de la edad y de la presión sanguínea sistólica incluso en 
individuos normotensos. Enfermedades como la insuficiencia renal se asocian a un aumento 
de la rigidez arterial a través de varios mecanismos, como la calcificación vascular, un aumento 
del volumen sanguíneo, inflamación, disfunción endotelia y estrés oxidativo (Jia y cols., 2014). 
De hecho, la asociación entre la VOP y el grado de albuminuria es mayor en pacientes con 
prehipertensión que en pacientes normotensos (Kim y cols., 2011). Además se ha propuesto a 
la albuminuria como marcador temprano de rigidez arterial (Huang y cols., 2014) y existen 
evidencias que asocian la rigidez arterial con la albuminuria y marcadores inflamatorios (Mule 
y cols., 2009; Cerasola y cols., 2010). Un aumento en los valores de la excreción urinaria de 
albúmina, incluso con valores que se encuentran por debajo de los considerados como 
albuminuria moderada, se asocian con un aumento de la rigidez arterial (Mule y cols., 2010). 
Se ha descrito una asociación entre un empeoramiento de la función renal y una disminución 
en la elasticidad arterial, en este contexto, la albuminuria y una reducción moderada del 
aclaramiento de creatinina están relacionadas con un aumento de la VOP entre carótida y 
femoral, que ejercen sinérgicamente un efecto desfavorable sobre la rigidez arterial (Mule y 
cols., 2010). 
El nexo de unión entre la rigidez arterial y la albuminuria no se conoce del todo, pero un 
posible mecanismo que puede relacionarlas es la disfunción endotelial descrita anteriormente. 
Esta juega un papel importante en el remodelado de la pared arterial a través de cambios 
estructurales y funcionales en las propiedades del endotelio vascular, que pueden desembocar 
en la aparición de rigidez arterial. Estos factores pueden afectar también a los vasos 
glomerulares, y por consiguiente, modificar la permeabilidad de la BFG y permitir la excreción 
urinaria de albúmina. Otra posible explicación es que la rigidez arterial puede aumentar la 
presión de carga de los vasos, lo cual contribuye al daño glomerular  (Woodard y cols., 2015).  
Además, durante la insuficiencia renal es común que ocurra un desequilibrio de iones como 
calcio y fósforo, este factor favorece el depósito de calcio en las arterias, y por lo tanto, su 
calcificación, contribuyendo a la aparición o progresión de la rigidez arterial (Jia y cols., 2014). 
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4 MECANISMOS COMUNES IMPLICADOS EN LA ENFERMEDAD 
RENAL Y CARDIOVASCULAR 
En el siguiente esquema se muestran algunos de los mecanismos implicados en la aparición de 
dos de los principales factores de riesgo tanto de la enfermedad CV como de la renal, como 
son la hipertensión y la albuminuria (figura 7). 
 
Figura 7. Principales mecanismos implicados en la hipertensión y la albuminuria como principales factores de riesgo 
de la enfermedad cardiovascular y la enfermedad renal  
4.1 ESTRÉS OXIDATIVO 
Las EROs se generan como producto del metabolismo celular normal y pueden desempeñar 
funciones tanto beneficiosas como perjudiciales. Mientras que a concentraciones moderadas 
desempeñan funciones fisiológicas importantes como, por ejemplo, la contribución en la 
defensa frente a agentes infecciosos o la regulación de numerosos procesos de señalización 
celular al actuar como segundos mensajeros (Valko y cols., 2007), a concentraciones elevadas 
están implicadas en la aparición de estrés oxidativo. Su alta reactividad hace que puedan 
interaccionar con proteínas, lípidos y ADN (Ácido desoxirribonucléico), produciendo efectos 
nocivos en la célula que favorecen el desarrollo de enfermedades CV incluyendo hipertensión, 
aterosclerosis, diabetes, hipertrofia e insuficiencia cardiaca, ictus (Paravinci y Touyz, 2008), 
pero sobre todo, tienen un papel muy importante en el desarrollo y progresión de la patología 
renal como se verá en el punto 4.1.3.  
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4.1.1  GENERACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  
Se puede dividir a las EROs en dos grupos, los radicales libres y los derivados de O2 no 
radicalarios (Paravinci y Touyz, 2008). El anión superóxido (O2.-) se considera la ERO primaria, 
puesto que es la primera que se genera. Puede reaccionar con otras moléculas, dando como 
resultado la formación de otras EROs secundarias (Valko y cols., 2005). El O2.- se genera 
principalmente en las mitocondrias debido a la liberación de electrones que tiene lugar 
durante la formación de adenosín trifosfato (ATP) a través de la cadena de transporte 
electrónico (Cadenas y Sies, 1998), mediada por la NADH deshidrogenasa. Otra fuente de O2.- 
es la manganeso superóxido dismutasa (Mn-SOD) (Lezza y cols., 1994).  
El O2.- puede dar lugar a la formación de otras EROs como el peróxido de hidrógeno (H2O2), 
tanto de forma espontánea en disolución acuosa (Rabani y Nielsen, 1969), como mediante la 
acción de la superóxido dismutasa (SOD) (Fridovich, 1974 y 1975) o unirse con el NO para 
formar radicales peroxinitrito (ONOO.-) (Lezza y cols., 1994). Por otro lado, el H2O2 es capaz de 
inducir la formación del radical hidroxilo (OH-) que presenta una alta capacidad oxidante. 
4.1.1.1 SISTEMAS ENZIMÁTICOS IMPLICADOS EN LA GENERACIÓN DE EROs 
 NADPH oxidasa 
El complejo NADH/NADPH (Dinucleótido  reducido de nicotinamida y adenina/ Dinucleótido 
fosfato reducido de nicotinamida y adenina) oxidasa es uno de los principales generadores de 
O2.- a nivel renal. La NADPH oxidasa se define como una familia de enzimas transmembrana 
capaces de transportar electrones y de generar EROs. Se encuentra unida a la membrana de 
las CE, de las CMLV y de los fibroblastos (Touyz y cols., 2002; Lassegue y Clempus, 2003). Estas 
enzimas constan de diferentes subunidades y, en función de ellas, se diferencian distintas 
isoformas. La NADPH prototípica, también denominada NOX2, consta de 5 subunidades: una 
subunidad estabilizadora (p22phox), varias subunidades reguladoras (p40phox, p47phox, p67phox) y 
la subunidad catalítica (gp91phox), que es la que transfiere los electrones. Además, se conocen 
otras 6 isoformas diferentes que son la NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, Duox1 y Duox2. Se 
encuentran en muchos tejidos y participan en la regulación de numerosas funciones 
fisiológicas (para revisión ver Griendling, 2006). Por otro lado, se han descrito una serie de 
factores como la Ang II, la ET-1 o el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), entre otros, que son 
capaces de regular su actividad (de Keulenaer y cols., 1998; Liu y cols., 2003; Pu y cols., 2003; 
Fortuño y cols., 2005). De todos estos, la activación de las NOX por la Ang II a través del 
receptor 1 de angiotensina II (AT1) parece ser la más importante (Montezano y cols., 2015). 
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También pueden aumentar su actividad cambios en las fuerzas hemodinámicas, como un 
aumento de la presión arterial (Ungvari y cols., 2003; Minoru Satoh, 2012).  
 NOX5 
NOX5 es una NADPH oxidasa dependiente de Ca2+. A diferencia de la demás isoformas la 
unión a un ion de Ca2+ produce un cambio conformacional que favorece su activación. Existen 
5 isoformas de NOX5, α, β, δ, γ y ε (Yu y cols., 2014) que se localizan en células inflamatorias 
como monocitos y macrófagos, en los nódulos linfáticos, en las CMLV, en el corazón, los 
riñones, el bazo y los testículos (Katsuyama y cols., 2010; Montezano y cols., 2015; Manea y 
cols., 2015). Sin embargo, no se expresa en roedores, lo cual dificulta su estudio, y hace que 
sea la isoforma de NADPH menos estudiada de la familia. A pesar de ello, se ha descrito que 
junto con NOX4, es la más importante de las isoformas en las arterias de resistencia en 
humanos (Chen y cols., 2014). La expresión de NOX5 vascular se encuentra aumentada en 
patologías como aterosclerosis, infarto agudo de miocardio, aneurisma, hipertensión y 
diabetes (Gole y cols., 2014; Chen y cols., 2014; Montezano y cols., 2015), contribuyendo al 
aumento de O2.-, a la disminución de la biodisponibilidad de NO y por lo tanto, a la 
consiguiente disfunción endotelial (Chen y cols., 2014). Existen evidencias de que a nivel renal 
se expresa en los podocitos del glomérulo y en las células del túbulo proximal, siendo en estas 
últimas la isoforma predominante (Yu y cols., 2014). NOX5, al igual que el resto de NADPH 
oxidasas se regula por Ang II, lo cual sugiere su participación en el daño renal inducido por 
hipertensión (Holterman y cols., 2015). De hecho, en pacientes con hipertensión esencial, la 
expresión de NOX5 en el glomérulo es superior a la del resto de NADPH oxidasas (Yu y cols., 
2014), contribuyendo al desarrollo de albuminuria, al daño podocitario y al engrosamiento de 
la BFG (Holterman y cols., 2014). 
4.1.1.2 Otros sistemas enzimáticos productores de EROs 
Otras enzimas que también pueden generar EROs son la xantina oxidasa (Li y cols., 2014), la 
óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) desacoplada (Widder y cols., 2007; Paravinci y Touyz, 
2008; Li y cols., 2014), el citocromo P-450 o la lipooxigenasa y la COX durante la síntesis de 
leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas (Stocker y Keaney, 2005; Bonomini y cols., 2008). 
4.1.2 SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE 
Los sistemas de defensa antioxidante constituyen una serie de mecanismos diseñados para 
garantizar la supervivencia de la célula frente a una situación de estrés oxidativo. Estos 
mecanismos son diferentes dependiendo de si actúan en compartimentos intracelulares o 
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extracelulares, diferenciándose en dos grandes grupos: i) los sistemas antioxidantes 
enzimáticos como la SOD, la catalasa y el sistema glutation peroxidasa, glutation reductasa y ii) 
los sistemas antioxidantes no enzimáticos, como el glutation, las vitaminas C, D y E, los 
carotenoides, la melatonina, el ácido úrico o la bilirrubina (Bensasson y cols., 1976; Davies y 
cols., 1986; Pieri y cols., 1995; Alleva y cols., 1995; Atkinson y cols., 2008).  
 Superóxido dismutasa   
La SOD constituye la primera defensa enzimática que presenta la célula frente a la excesiva 
producción de O2.- ya que cataliza la dismutación de éste en H2O2. En mamíferos se han 
descrito tres isoformas diferentes: i) la Cu-Zn SOD o citosólica (SOD1), que representa el 50-
80% de la SOD vascular total; ii) la Mn-SOD o mitocondrial (SOD2) (Fridovich, 1974 y 1975; 
McCord y Fridovich, 1988) y iii) la isoforma extracelular de la Cu/Zn-SOD (EC-SOD o SOD3), la 
segunda más expresada en vasos y mayoritariamente producida por las CMLV (para revisión 
ver Faraci y Didion, 2004). La SOD2 se expresa mayoritariamente en CE y en menor proporción 
en CMLV, y es una de las más importantes en los vasos. El trabajo de Madamanchi y cols. 
(2005) demuestra que animales que no expresan SOD2 presentan niveles superiores de O2.- 
cuando se comparan con animales que no expresan SOD1. 
4.1.3 CONTRIBUCIÓN DE LAS EROs AL DAÑO RENAL Y A LA ALBUMINURIA 
Las EROs se generan en grandes cantidades de forma fisiológica en el riñón, reflejando el 
alto nivel de consumo de oxígeno que caracteriza al metabolismo de este órgano (Guidet y  
Shah, 1989). Las EROs a nivel renal se producen en las arteriolas, las células glomerulares y 
tubulares y en los podocitos (Mennuni y cols., 2014). Tienen diversas funciones sobre la 
fisiología renal, regulan la función celular y modulan la producción de MEC y su degradación. 
Pero en condiciones patológicas, el aumento de agentes vasoactivos y las fuerzas mecánicas 
como un aumento en la presión intraglomerular favorecen la activación del SRA, con el 
consiguiente aumento de Ang II, que regula al alza a la NADPH oxidasa, lo que dispara la 
producción de EROs (Satoh, 2012; Tan y cols., 2015). En la patología renal, este aumento de la 
producción de oxidantes a través de la NADPH oxidasa se acompaña por una disminución en la 
capacidad antioxidante, debida a una disminución de la actividad de SOD. Esta condición pro-
oxidante puede ser uno de los principales mecanismos desencadenantes de la enfermedad 
renal o empeorar una patología ya existente (Tan y cols., 2015). En consecuencia, el aumento 
del estrés oxidativo correlaciona con la pérdida de función renal a medida que evoluciona la 
enfermedad renal (Dounousi y cols., 2006). En estudios recientes se ha observado un aumento 
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de marcadores de estrés oxidativo en pacientes diabéticos con albuminuria, en comparación 
con pacientes con normoalbuminuria (Piarulli y cols., 2009). Las EROs producen una acción 
perjudicial en el riñón a varios niveles, principalmente sobre el endotelio glomerular 
fenestrado y sobre la MEC que forma parte de la BFG. 
4.1.3.1 ACCIÓN DE LAS EROs SOBRE EL ENDOTELIO DE LOS VASOS RENALES 
En patologías como la diabetes mellitus se ha descrito que, anterior al establecimiento de la 
albuminuria, existe un daño inicial en el endotelio del glomérulo. Uno de los aspectos más 
importantes de este daño glomerular es la disrupción del glicocálix que forma parte del 
endotelio, debido a la acción de distintos factores entre los que se encuentran las EROs 
(Satchell y Tooke, 2008). El glicocálix de la capa endotelial tiene también sitios de unión para 
enzimas antioxidantes como la xantina oxidasa y la SOD, por lo tanto tiene su propia capacidad 
de eliminación de radicales libres (Singh y cols., 2013). Por ello, la pérdida del glicocálix 
endotelial expone al endotelio vascular a los efectos perjudiciales de las EROs y a la disfunción 
endotelial (Singh y cols., 2013). Esta situación favorece un aumento del paso de 
macromoléculas a través de la BFG contribuyendo a la aparición de albuminuria (Satoh, 2012). 
Esto se ha comprobado a nivel experimental mediante el tratamiento de CE glomerulares con 
H2O2 o con OH-, observándose en el glicocálix un desprendimiento de los residuos de heparán 
sulfato o una disminución en su sulfatación y un aumento del paso de macromoléculas, lo cual 
se traduce en la exacerbación de la progresión de enfermedades como la nefropatía diabética 
(Nagasu y cols., 2016).  
Por otro lado, además de la elevación de las EROs en el glomérulo, la albuminuria se ha 
asociado con una disminución del NO (Satoh, 2012). Uno de los mecanismos propuesto para 
explicar esta situación es que las EROs pueden combinarse con el NO produciendo moléculas 
como el peroxinitrito (ONOO-) o el ácido peroxinitroso (ONOOH). Como resultado de esta 
reacción se produce una disminución de la biodisponibilidad de NO (Vaziri y cols., 2002; 
Prabhakar y cols., 2007) lo cual contribuye a la disfunción endotelial y al aumento de la 
vasoconstricción característica de las enfermedades renales como la nefropatía diabética o el 
daño renal agudo (Singh y cols., 2013). Además, el ONOO- y el ONOOH son capaces de 
reaccionar con lípidos, ADN y proteínas alterando su capacidad funcional y generando 
compuestos citotóxicos en el riñón y los vasos sanguíneos. En enfermedades como la diabetes, 
existen evidencias que sugieren que el aumento en la producción de EROs es un denominador 
común en la progresión del daño vascular (Nagasu y cols., 2016). 
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4.1.3.2 ACCIÓN DE LAS EROS SOBRE LAS PROTEÍNAS DE MATRIZ EXTRACELULAR  
El estrés oxidativo contribuye al daño de los vasos sanguíneos del riñón a través del 
crecimiento celular, el depósito de proteínas de MEC, la activación de proteasas de matriz 
extracelular, la inflamación, y a través de la disfunción endotelial y el aumento del tono 
vascular (Paravinci y Touyz, 2008; Nerpin y cols., 2012). Este aumento de EROs produce la 
modificación de lípidos generando productos de peroxidación lipídica como el 
malóndialdehido (MDA), la modificación de proteínas generando productos de oxidación 
irreversible como carbonilos (Nathan y Cunningham-Bussel, 2013) y la modificación de 
carbohidratos, de ADN y de otras moléculas. Estas modificaciones estructurales que a su vez 
producen una modificación en su función al acumularse, contribuyen a la aparición de 
complicaciones tanto en la enfermedad CV como renal (Vaziri y cols., 2002). En la enfermedad 
renal, el aumento del estrés oxidativo es capaz de modular los depósitos de MEC, 
característicos de procesos como la glomerulosclerosis, o producir cambios morfológicos en la 
MEC glomerular. Así mismo, un aumento de EROs es capaz de dañar las moléculas de laminina 
y proteoglicanos de heparán sulfato, afectando a su síntesis y/o a su degradación (Wang y 
cols., 2015).  
La activación de la heparanasa por parte de las EROs, favorece la degradación de los 
proteoglicanos de heparán sulfato, lo cual produce la disminución de la carga negativa 
característica del endotelio glomerular. Además, en modelos experimentales se ha 
demostrado que el H2O2 causa la disminución de la síntesis de proteoglicanos de heparán 
sulfato en un 75%, mientras que no modifica ni su tamaño ni su carga. En este sentido, su 
síntesis se restaura gracias al tratamiento con catalasa (Kashihara y cols., 1992).  
Las EROs también son capaces de aumentar la degradación y modificar el entrelazado de las 
moléculas de colágeno tipo IV alterando a su vez las propiedades permeables de la BFG 
(Mohamed y cols., 2006) comprometiendo tanto el endotelio glomerular, como la MEC y por 
consiguiente induciendo la aparición de albuminuria (Kuwabara y cols., 2010; Nagasu y cols., 
2016). Por otro lado, el aumento de la producción endotelial de EROs induce el daño 
podocitario. En pacientes con nefropatía diabética, la pérdida de podocitos se asocia con una 
disminución de las fenestras del endotelio. A su vez, el aumento del estrés oxidativo derivado 
de la mitocondria en las células del endotelio glomerular produce una depleción podocitaria en 
modelos animales de nefropatía diabética (Nagasu y cols., 2016). Así mismo, se ha observado 
que la activación podocitaria y la expansión de la MEC aumentan en ratones transgénicos con 
sobre expresión de NOX2 de forma paralela al aumento del estrés oxidativo en las CE (Nagasu 
y cols., 2016).  
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4.2 REMODELADO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR 
Los procesos de remodelado pueden dividirse en fisiológicos (como la vasculogénesis o 
angiogénesis que ocurren durante el desarrollo embrionario, o el remodelado vascular que 
tiene lugar durante el embarazo), o en procesos patológicos, que comienzan como una 
respuesta adaptativa a un cambio pero que, si se cronifican, pueden ser perjudiciales (Langille, 
1993). El riñón puede sufrir procesos de remodelado y de reorganización tisular. Las células 
mesangiales y las CE del glomérulo pueden regenerarse, pero no así los podocitos (Yang y cols., 
2014) ni las nefronas, ya que sus células progenitoras se pierden al final de la organogénesis. 
Por lo tanto, como respuesta a un daño, las nefronas sufren procesos compensatorios de 
hiperplasia e hipertrofia, pero no aumentan de número (Yang y cols., 2014). Por otro lado, la 
MEC, que forma parte de la BFG, se encuentra en un proceso continuo de remodelado durante 
el desarrollo y la maduración tisular (Sachs y Sonnenberg, 2013) o como respuesta a procesos 
patológicos. Los componentes de la MEC pueden sufrir aumento de su síntesis o de su 
degradación para regular su composición y estructura, además de para liberar moléculas 
biológicamente activas como respuesta adaptativa (Bonnans y cols., 2014).  
4.2.1 PROTEASAS IMPLICADAS EN EL PROCESO DE REMODELADO DE LA MEC 
4.2.1.1  METALOPROTEASAS DE MATRIZ (MMPs) 
Las MMPs son una gran familia de endopeptidasas dependientes de zinc, que en su 
conjunto son capaces de degradar todos los componentes que forman la MEC. Gross y Lapiere 
las describieron por primera vez en los años 60 y desde entonces el estudio y por lo tanto, el 
conocimiento de estas enzimas, no ha dejado de crecer (Gross, 2004). Las MMPs se han 
clasificado tradicionalmente por su estructura, además de por su especificidad por el sustrato 
como se describe en la siguiente tabla (tabla 5) (Tan y Liu, 2012). 
Tabla 5. Clasificación de MMPs según su nomenclatura y la especificidad por sus sustratos. Tabla modificada de (Tan 
y cols., 2012) 
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Debido la gran variedad de sus sustratos, las MMPs participan en multitud de procesos 
fisiológicos, como el desarrollo embrionario y la homeostasis de distintos tejidos y en procesos 
patológicos como tumorogénesis y la fibrogénesis orgánica, jugando un papel muy importante 
en el control de determinados procesos celulares, como la proliferación, migración, 
diferenciación, angiogénesis, y apoptosis (Tan y cols., 2012). Aunque la degradación de los 
componentes que forman la MEC ha sido la función más estudiada de estas proteasas, 
recientemente se ha demostrado que son capaces de escindir una gran variedad de sustratos 
como receptores de membrana, moléculas de adhesión, factores de crecimiento y citoquinas 
(Tocchi y Parks, 2013).  
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Las MMPs pueden ser secretadas a plasma por numerosos tipos celulares. En el caso de 
MMP2 y MMP9 se ha descrito su síntesis en fibroblastos, cardiomiocitos, CMLV, CE y células 
inflamatorias como macrófagos, eosinófilos y neutrófilos (Fontana y cols., 2012). Aunque las 
MMPs ejercen su acción principalmente a nivel extracelular, se ha descrito la localización de 
MMPs y de sus inhibidores TIMPs (Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases) en el núcleo 
de determinados tipos celulares como cardiomiocitos, neuronas cerebrales, CE, fibroblastos y 
hepatocitos (Mannello y Medda, 2012). En neuronas, la localización de MMPs a nivel nuclear 
se ha relacionado con la inactivación de poliADPribosa polimerasa, encargada de reparar el 
ADN, lo cual favorece la acumulación de ADN oxidado disparando los procesos de muerte 
neuronal (Yang y cols.,  2010). Algunas MMPs como MMP-1, MMP-2 y MMP-11 pueden actuar 
también sobre proteínas intracelulares (Tan y cols., 2012). 
 Estructura de las MMPs 
Las MMPs, a pesar de formar una gran familia de proteasas, presentan una estructura muy 
similar entre sí. Todas ellas contienen un péptido de señalización que permite su liberación de 
la célula al espacio extracelular. Las MMPs se sintetizan como proenzimas (pro-MMPs), es 
decir, presentan un dominio pro, rico en residuos de cisteína, que cubre el dominio catalítico 
manteniendo inactiva a la MMP. El centro activo contiene un átomo de zinc (Zn2+) coordinado 
con tres residuos de histidina. En la proenzima el átomo de Zn2+ está unido a un residuo de 
cisteína del propéptido mediante lo que se conoce como puente de cisteína. Esta unión 
permite que la enzima se mantenga en la forma latente, al impedir la interacción de una 
molécula de agua con el catión metálico, necesaria para que las MMPs lleven a cabo su 
actividad hidrolítica (Yamamoto y cols., 2015). En el caso de las gelatinasas MMP2 y MMP9, el 
dominio catalítico contiene 3 repeticiones de fibronectina que le dan el nombre de dominio 
tipo fibronectina. Es en el dominio catalítico donde se encuentra el dominio de unión a 
colágeno (Mannetto y cols., 2012). Las MMPs, contienen también un dominio de tipo 
hemopexina que está separado del dominio catalítico por una región bisagra. La especificidad 
por el sustrato y por sus inhibidores viene dada por la estructura del dominio catalítico y del 
dominio tipo hemopexina. Sin embargo, en el caso de las gelatinasas el dominio tipo 
hemopexina no juega un papel importante en el reconocimiento del sustrato, dejando esta 
función al dominio catalítico (DSbardell y cols., 2012).  
 
  Introducción    
49 
 
 
Figura 8. Modelo representativo de la estructura de una gelatinasa. De izquierda a derecha, péptido señal, 
prodominio, dominio catalíco en el cual están contenidas las tres repeticiones de fibronectina, región bisagra y 
dominio tipo hemopexina. 
 Regulación de las MMPs 
Las MMPs están sometidas a una regulación muy estrecha, que puede llevarse a cabo a 
varios niveles. Se han identificado regiones promotoras en los genes que codifican para las 
MMPs (Chase y Newby, 2003), lo cual permite la regulación de la transcripción de estas 
proteasas por moléculas como citoquinas inflamatorias, factores de crecimiento u hormonas 
(Nagase y cols., 2006). Otras moléculas como la Ang II o las EROs pueden activar factores 
transcripcionales como el activador de la proteína 1 (AP-1), STAT (Signal Transducer and 
Activator of Transcription)  y NF-kB (Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cell), aumentando la expresión de MMP2 y MMP9 (Deschamps y cols., 2006). Se ha descrito 
que un aumento en la presión hidrostática en las arterias puede producir una activación de 
NADPH oxidasa que aumenta la expresión de ARNm (ácido ribonucleico mensajero) de MMP2 
(Grote y cols., 2003; Iyer y cols., 2005). 
Las MMPs se sintetizan como zimógenos inactivos, por lo tanto, su activación requiere la 
proteólisis del propéptido por la acción de otras proteasas como tripsina, plasmina, u otras 
MMPs (Baricos y cols., 1995). Sin embargo, se han descrito otras formas de activación de las 
pro-MMPs sin la necesidad de escindir el propéptido que las mantiene inactivas. Un aumento 
de los niveles de EROs puede producir la oxidación de los grupos tiol que forman el puente de 
cisteína que cierra el centro activo de la enzima a través de procesos de S-glutationilación o S-
nitrosilación como se muestra en la figura 9. Esta oxidación rompe el puente de cisteína, 
permitiendo, de esta manera, la activación de la enzima (Rajagopalan y cols., 1996). Inoue y 
cols. describieron que las EROs derivadas de la NADPH oxidasa, también pueden producir un 
aumento de la síntesis de MMP2 en cultivo de CE de aorta (Inoue y cols., 2001). Aunque, por el 
contrario, una exposición prolongada a las EROs, puede producir la oxidación de otros 
residuos, haciendo que la proteasas pierda de esta manera su actividad catalítica (Fu y cols., 
2004).  
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Figura 9. Activación mediante proteólisis o mediante oxidación de las MMPs. Modificado de Chow y cols., 2007. 
Determinados componentes de la MEC como glucosaminoglicanos y moléculas de la 
superficie celular pueden activar a las MMPs. La unión de estas moléculas a determinados 
sitios alostéricos de la estructura de las pro-MMPs puede generar cambios conformacionales 
que rompen el puente de cisteína que mantiene inactivas a las proteasas (Tocchi y Parks, 
2013). Por ejemplo, la elastina insoluble y el colágeno tipo IV son capaces de unirse al dominio 
de fibronectina tipo II de pro-MMP2 y de pro-MMP9 y activarlas. Además de favorecer su 
activación, la unión de las MMPs a determinadas proteínas extracelulares, como por ejemplo a 
la heparina, permite su solubilización (Yamamoto y cols., 2015). Por último, la actividad de las 
MMPs se encuentra estrechamente regulada por sus inhibidores endógenos TIMPs como se 
verá en el punto 4.2.2. 
 Metaloproteasa de Matriz 2 o Gelatinasa A 
Esta proteasa se expresa de manera constitutiva en casi todo los tejidos y su actividad está 
relacionada con funciones homeostáticas, como el remodelado tisular, la angiogénesis 
(Sbardella y cols., 2012), aunque su expresión también puede aumentarse en procesos de 
hipoxia, como respuesta a Ang II o citoquinas proinflamatorias (Chow y cols.,  2007). La MMP2 
se genera como zimógeno inactivo con un peso molecular de 72 KDa. Se activa a través de la 
proteólisis del propéptido, quedando de esta manera la forma activa de la enzima con un peso 
molecular de 62 KDa. La apertura del centro activo de la enzima puede producirse también por 
la acción de oxidantes mediante la S-glutationilación o por la S-nitrosilación del residuo de 
cisteína que forma un puente sulfuro con el átomo de Zn2+ contenido en el centro activo de la 
MMP2, quedando de esta manera la MMP2 activa pero con un peso molecular de 72 KDa.  
Se ha descrito recientemente que la MMP2 puede tener también actividad a nivel 
intracelular. En este contexto, se ha identificado una variante de MMP2 a la que le faltan los 
50 primeros aminoácidos que contienen el péptido señal que permite su salida de la célula, 
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con lo cual, sólo se puede encontrar en el citosol celular. Además de esta variante, se ha 
descrito una tercera forma de MMP2, cuya expresión se induce por estrés oxidativo y que no 
se encuentra en condiciones basales, a la que le falta el prodominio inhibitorio y la secuencia 
secretora, lo cual indica que sólo se puede encontrar en el citosol y en la mitocondria (Jacob-
Ferreira y Schulz, 2013). Finalmente, MMP2 es una proteína con 29 posibles sitios de 
fosforilación. Se ha demostrado que la defosforilación de esta proteína produce un cambio 
conformacional que deja al descubierto el centro activo, sin necesidad de hidrolizar el 
propéptido, aumentando su actividad en mayor medida incluso, que mediante la oxidación del 
puente de cisteína (Jacob-Ferreira y cols., 2013*). 
 Metaloproteasa de Matriz 9 o Gelatinasa B. 
La MMP9 es una proteasa inducible, que se genera principalmente en procesos patológicos. 
Se sintetiza en un menor número de tipos celulares que la MMP2, principalmente en células 
del sistema inmune, entre ellas, neutrófilos, monocitos/macrófagos, aunque también se 
sintetiza en fibroblastos cardíacos, CMLV, CE, podocitos renales, etc. (Sbardella y cols., 2012; 
Yabluchanskiy y cols., 2013; Li y cols., 2014). La MMP9 comparte la estructura general de las 
MMPs, pero además contiene un dominio de O-glicosilación que conecta el centro activo con 
el dominio tipo hemopexina. Hay varios estudios que indican que este dominio es 
indispensable para el correcto funcionamiento de la MMP9. Durante el proceso de síntesis de 
MMP9 este dominio juega un papel importante, ya que permite la glicosilación de la proteasa 
en el retículo endoplásmico dando lugar a la MMP9 glicosilada de 85 o 89 KDa, que más tarde 
en el aparato de Glogi se generará la pro-MMP9 de 92 KDa. La proteólisis del propéptido da 
lugar a la MMP9 activa de 82KDa (Vandooren y cols., 2013). 
Dentro de los procesos fisiológicos, la MMP9 participa en la ovulación, en el crecimiento y 
en el desarrollo, en la migración celular y el mantenimiento celular, e incluso en procesos 
como el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, la MMP9 es una proteasa principalmente 
inducible en situaciones patológicas, y aunque la regulación de su actividad se puede realizar a 
distintos niveles, la más importante es la regulación a nivel de transcripción (Li y cols., 2014). 
Su expresión se puede ver regulada al alza en procesos patológicos como enfermedades 
inflamatorias, diabetes, enfermedades de la piel, cáncer, desórdenes neurológicos y 
enfermedades CV como hipertensión, aterosclerosis o infarto de miocardio entre otras 
(Yabluchanskiy y cols., 2013; Vandooren y cols., 2013). Un aumento de EROs así como la acción 
de citoquinas, factores de crecimiento u hormonas pueden regular la transcripción del gen que 
codifica para esta proteasa (Shinohara y cols., 2010). Otro nivel de regulación de la actividad 
  Introducción    
52 
 
de la MMP9 es su liberación al medio extracelular. Esta proteasa una vez sintetizada se 
almacena en forma de zimógeno en vesículas contenidas en el citoplasma, que se liberarán 
como respuesta a un estímulo de daño (Vandooren y cols., 2013).  
4.2.1.2  OTRAS PROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR 
 Adamalisinas 
Esta familia está formada a su vez por dos subfamilias, los ADAMs (A Disintegin And 
Metalloproteinase; formada por desintegrinas y metaloproteinasas) y los ADAMTs (A 
Disintegrin And Metalloprotease with Thrombospondin motifs), que son moléculas similares a 
los ADAMs, pero con la diferencia de que presentan un motivo de trombospondina en su 
estructura. Los ADAMs se encargan de escindir los exodominios de proteínas transmembrana 
como citoquinas, factores de crecimiento, receptores y moléculas de adhesión (Bonnans y 
cols., 2014). Las proteasas de la subfamilia de los ADAMTs se encargan de procesar moléculas 
de pro-colágeno I, II y III jugando un papel activo en el depósito fisiológico de fibras de 
colágeno en la MEC de manera específica para cada tejido (Bonnans y cols., 2014). 
 Meprinas 
Estas proteasas pertenecen a la familia de las Astacinas, están compuestas por dos 
subunidades (α y β), codificadas en genes diferentes. Son capaces de activar otras proteasas 
como pro-MMP9 y de degradar colágeno tipo IV, nidógeno y fibronectina. Actúan en el 
proceso de maduración del colágeno, ya que pueden hidrolizar la molécula de pro-colágeno I 
(Bonnans y cols., 2014). 
 Serín proteasas 
Serín proteasas también tienen como diana de acción la MEC, dentro de esta familia se 
encuentra la elastasa que se libera de neutrófilos y se encarga de la degradación de 
fibronectina y elastina, produciendo desmosina como metabolito de la degradación de elastina 
(Bonnans y cols., 2014). 
 Heparanasas y sulfatasas 
Heparanasas y sulfatasas actúan sobre los peptidoglicanos de la MEC. La activación de estas 
proteasas resulta en alteraciones de la MEC y en la liberación de fragmentos sacarídicos 
bioactivos, de factores de crecimiento y citoquinas que se encontraban unidos a los residuos 
de heparán sulfato (Bonnans y cols., 2014). Se ha descrito que uno de los factores capaces de 
aumentar la expresión de heparanasa es aumento de estrés oxidativo (Kuwabara y cols., 2010). 
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4.2.2 INHIBIDORES ENDÓGENOS DE MMPs 
4.2.2.1 INHIBIDORES TISULARES DE METALOPROTEASAS DE MATRIZ  
La actividad de las MMPs se encuentra estrechamente regulada por los inhibidores tisulares 
de MMPs, los TIMPs. Se conocen 4 tipos de TIMPs que presentan una estructura química muy 
similar entre ellos. Son moléculas que se unen estequiométricamente en una proporción 1:1 a 
las MMPs. Todos los TIMPs son capaces de inhibir a todas las MMPs, aunque existe cierta 
especificidad, por ejemplo, TIMP2 se une con más afinidad a MMP2 y TIMP1 a MMP9 
(Murphy, 2011).  
Los TIMPs inactivan a las MMPs formando un puente entre uno de sus residuos de cisteína 
y el átomo de Zn2+ contenido en el centro activo de la enzima. El grupo tiol de este residuo de 
cisteína es susceptible de oxidarse, lo que conlleva la inactivación de la capacidad inhibitoria 
de esta molécula, que se traduce en un aumento de la actividad de las MMPs (Wang y cols., 
2007). También son capaces de unirse al dominio de hemopexina de los zimógenos pro-MMP2 
y pro-MMP9, formando un complejo estable, que deja libre el domino N-terminal del TIMP, 
permitiéndole a su vez, actuar como inhibidor de otras MMPs (Murphy, 2011).  
Aunque su acción principal es la de inhibir a las MMPs, se sabe que pueden actuar 
directamente sobre distintas vías de señalización implicadas en la regulación del crecimiento y 
apoptosis, o utilizarse como marcadores de la evolución de distintos tipos de cáncer (Murphy, 
2011). Los TIMPs protegen la MEC de la degradación en tejidos sanos, y tras procesos 
patológicos controlan el depósito de MEC en los tejidos dañados. En los últimos tiempos se ha 
puesto en evidencia que el balance entre las MMPs y los TIMPs controla muchos más procesos 
a parte de la tradicional degradación  de la MEC (Arpino y cols., 2015). 
 TIMP-1 
Tiene selectividad principalmente por MMP9. Está descrito que la expresión de TIMP1 
aumenta en ambientes profibróticos, lo cual indica la implicación de TIMP1 en la disminución 
de la proteólisis de la MEC (Arpino y cols., 2015) y de la inflamación producida tras un daño 
(Kin y cols., 2005; Wang y cols., 2011). 
 TIMP-2 
Aunque este TIMP es capaz de inhibir un gran número de MMPs, tiene mayor selectividad 
por MMP2. La expresión de TIMP2 es constitutiva y coincide con los patrones de expresión de 
MMP2 (Donnelly y cols., 2003). A pesar de que su acción más conocida es la de inhibir a las 
MMPs, también se ha demostrado que a bajas concentraciones TIMP2 puede participar en la 
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activación de MMP2 en presencia de MT1-MMP (Membrane Type-1 Metalloprotease) 
(Caterina y cols., 2000; Nagase y cols., 2006). En este contexto, Wang  y cols. sugieren, que la 
presencia de TIMP2 favorece el desarrollo de fibrosis tubulointersticial mediante la activación 
de MMP2 (Wang  y cols., 2014). 
4.2.2.2 α2-MACROGLOBULINA 
Otro inhibidor de las MMPs es la proteína α2-macroglobulina. Esta es una glicoproteína 
plasmática de 725 KDa, formada por 4 subunidades idénticas de 180KDa. Las MMPs (tanto en 
su forma activa como de zimógeno) forman un complejo con la macroglobulina que puede 
sufrir un proceso de endocitosis mediado por el receptor de α2-macroglobulina (Tan y cols., 
2012).  
4.2.3 CONTRIBUCIÓN DE LAS MMPs EN LA PATOLOGÍA RENAL 
Se han demostrado los efectos beneficiosos del aumento de la actividad de las MMPs en 
procesos patológicos como el daño renal agudo, en el que un aumento de la actividad de las 
MMPs es beneficioso para el proceso de recuperación tisular tras el daño (Kaneko y cols., 
2012). Sin embargo, un desequilibrio en la actividad de estas proteasas puede tener efectos 
perjudiciales, ya sea por una disminución de la actividad o la expresión de MMPs, que se ha 
relacionado con procesos profibróticos a nivel renal, como por un aumento de su actividad de 
forma no controlada, produciendo una degradación excesiva de la MEC (Tsai y cols., 2012). En 
este contexto, se ha descrito una correlación entre la actividad urinaria de MMP9 y la 
enfermedad renal diabética, encontrándose niveles elevados de esta proteasa en los estadios 
iniciales de la enfermedad renal crónica, incluso antes de que aparezca albuminuria (Altemtam 
y cols., 2012). En plasma de pacientes con diabetes tipo 1, que además presentan valores 
elevados de albúmina en orina, se ha observado un aumento de los niveles de MMP2 en 
comparación con los que presentan normoalbuminuria (Peeters y cols., 2015). Además de 
estos resultados obtenidos en pacientes, en un modelo animal de diabetes mellitus, Li y cols., 
han demostrado que un aumento de la actividad de MMP9, está implicada en los procesos de 
engrosamiento de la MEC glomerular, de hiperfiltración glomerular y aparición de albuminuria, 
probablemente debido a la degradación de los componentes que forman la MEC glomerular. 
En este estudio y en otros realizados en ratones con diabetes mellitus tipo 1 se observó 
además, que aparecen elevadas concentraciones de MMP9 (Li y cols., 2014) y mayor actividad 
de MMP9 y MMP2 (McKittick y cols., 2011) en orina antes de que se instaurase la albuminuria. 
En otro modelo experimental de albuminuria inducida por adriamicina, se asoció un aumento 
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de la actividad de MMP9 con el desarrollo de albuminuria, es más, la delección de MMP9 
mejoró el daño glomerular (Sakamaki y cols., 2010). Además se ha observado una asociación 
entre la concentración plasmática de MMP9 y la detección en orina de podocitos en pacientes 
diabéticos (Nakamura y cols., 2000). Por consiguiente, se ha propuesto que este aumento de la 
actividad de MMPs es un indicador del establecimiento de alteraciones en el remodelado de la 
MEC del glomérulo y el túbulo en estadíos tempranos de insuficiencia renal diabética (Thraikill 
y cols., 2010; Altemtam y cols., 2012). 
Un aumento en la expresión y la activación de MMP9 está relacionado con procesos de 
inflamación, estrés oxidativo y la activación del SRA, todos ellos factores que se dan en 
hipertensión (Marchesi y cols., 2012) y que como se ha descrito anteriormente, están 
asociados con la aparición de la albuminuria. Por otro lado, las MMPs tienen más sustratos a 
parte de la MEC, por ejemplo MMP2 es capaz de degradar la molécula de ET-1 generando un 
péptido de menor tamaño, pero con un efecto vasoconstrictor mucho más potente (Fernández 
Patrón y cols., 1999). También se ha descrito que las MMPs son capaces de proteolizar el 
dominio extracelular del receptor β2-adrenérgico, suprimiendo su efecto vasodilatador (Wu y 
Schmid-Schönbein, 2011; Wang y cols., 2015*). Todo esto favorece la vasoconstricción de los 
vasos sanguíneos glomerulares, aumentando la presión intraglomerular y favoreciendo la 
filtración de la albúmina desde el torrente sanguíneo a la orina. 
4.2.4 PAPEL DE LAS MMPs EN EL REMODELADO ARTERIAL 
Los vasos sanguíneos y en especial las arterias, están sometidos continuamente a fuerzas 
mecánicas cambiantes que requieren su adaptación. Esta adaptación supone una 
reorganización estructural que se lleva a cabo principalmente por acción de las MMPs 
(Langille, 1993). Sin embargo, un aumento en la activación de las mismas puede tener como 
consecuencia el aumento de la degradación de colágeno, que produce la desestructuración de 
la MEC, permitiendo la liberación de las CMLV, lo cual favorece la proliferación y migración 
celular, contribuyendo al engrosamiento de la pared de los vasos sanguíneos (Wang y cols., 
2015). En este contexto, se ha observado que MMP2 contribuye al aumento de la 
permeabilidad vascular. La exposición de las CE a MMP2 disminuye la producción de NO a 
través de la interacción con la eNOS, lo cual favorece la disminución de la vasodilatación 
(Nagareddi y cols., 2012). Se ha propuesto que un aumento del estrés oxidativo produce una 
mayor activación de MMPs y con el tiempo un aumento de su expresión, acelerando el 
proceso de remodelado (Ceron y cols., 2012). Patologías en las que se encuentran aumentados 
los procesos de estrés y la respuesta inflamatoria y una sobre activación de SRA pueden 
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favorecer el desarrollo de rigidez arterial a través de la acción de las MMPs (McEniery y cols., 
2005). 
El aumento de la expresión de las MMPs está implicada en el remodelado hipertrófico 
vascular asociado a la hipertensión, tanto en pacientes como en modelos animales. Pero del 
conjunto de MMPs, MMP2 y MMP9 son las mayores contribuyentes a la disfunción CV 
mediada por la hipertensión y las alteraciones estructurales (Castro y Tanus-Santos, 2013). La 
degradación excesiva de la elastina arterial por parte tanto de MMP2 como de MMP9 
(Basalyga y cols., 2004) y la consiguiente síntesis de colágeno compensatoria favorecen la 
rigidez arterial y la fibrosis. De hecho, un aumento de la actividad plasmática de MMP9 
correlaciona positivamente con la VOP en hipertensión (McEniery y cols., 2005). Incluso en 
individuos sanos, jóvenes y normotensos, los niveles de MMP9 son predictores independientes 
de rigidez arterial (Lakatta y Levy, 2003; Yasmin y cols., 2005). Por otro lado, se han 
identificado diferentes polimorfismos en el gen que codifica para MMP9, que se traducen en 
un aumento de la rigidez arterial e hipertensión (Yabluchanskiy y cols., 2013).  
4.3 MICROPARTÍCULAS 
La primera vez que se demostró la participación de las micropartículas en una enfermedad  
fue en la púrpura trombótica trombocitopénica idiopática (Chironi  y cols., 2009). Desde 
entonces ha aumentado el interés en el estudio de las micropartículas, no solo como 
marcadores pronósticos en distintas enfermedades, sino también como agentes biológicos y 
potenciales dianas terapéuticas. 
4.3.1 FORMACIÓN DE MICROPARTÍCULAS 
La membrana celular en reposo presenta una distribución de fosfolipidos caracterizada por 
la presencia de fosfatidilcolina y esfingomielina en la capa externa y fosfatidiletanolamina y 
fosfatidilserina en la capa interna. Durante procesos como la activación celular o la apoptosis 
se produce un aumento de la liberación intracelular de calcio por parte del retículo 
endoplásmico, lo cual provoca la externalización de la fosfatidilserina y la reorganización del 
citoesqueleto, que dará lugar a la formación y liberación de las micropartículas al medio 
extracelular (Chironi  y cols., 2009). Por lo tanto, las micropartículas son fragmentos de 
membrana citoplasmática que pueden derivar de todos los tipos celulares y presentan un 
diámetro comprendido entre 0,1 y 1 µm. No contienen núcleo, pero sí expresan proteínas de 
membrana y en su interior contienen material citoplasmático procedente de la célula de 
origen. Por consiguiente, pueden almacenar proteínas en su interior e influir en la señalización 
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celular. Son detectables en individuos sanos, aunque dado que se liberan al medio extracelular 
por estímulos de daño o estrés, su número aparece aumentado en condiciones patológicas 
(Chironi  y cols., 2009). 
4.3.2 PAPEL FISIOPATOLÓGICO DE LAS MICROPARTÍCULAS 
Dado que las micropartículas pueden contener distintas moléculas en su interior, y por lo 
tanto liberarlas, pueden jugar un papel importante en procesos patológicos como la 
albuminuria y el estrés oxidativo, teniendo gran importancia en enfermedades CV y renales, al 
igual que en desórdenes metabólicos como obesidad, dislipemia o diabetes. En concordancia, 
se sabe que estas enfermedades cursan con un número elevado de micropartículas circulantes 
derivadas de plaquetas, monocitos o CE (George, 2008; Berezin y cols., 2015). 
Dentro del grupo de micropartículas, posiblemente las más estudiadas sean las derivadas 
de CE. Éstas se consideran una importante fuente de información del estado en el que se 
encuentran las CE y por consiguiente, la función vascular (Berezin y cols., 2015). El daño 
generado en las CE, entre otros factores por un aumento de estrés oxidativo, se correlaciona 
con un aumento de la liberación de micropartículas a la corriente sanguínea. Además, son 
indicadores indirectos de inflamación endotelial, de aumento de la coagulación o del tono 
vascular (Berezin y cols., 2015). El aumento del número de las micropartículas procedentes de 
CE está asociado con cambios estructurales y funcionales como el aumento en la VOP, 
pudiendo observarse este aumento incluso en hipertensión moderada (Shantisila y cols., 
2010). En los últimos tiempos están creciendo las evidencias de que las micropartículas 
derivadas de CE pueden tener un valor predictivo de pronóstico adverso en hipertensión 
pulmonar o en enfermedad renal crónica (Anderson  y cols., 2010; Burger y Touyz, 2012). 
Se ha descrito que las micropartículas derivadas de CE pueden contener en su interior 
material genético como ARNm, microARN (macromoléculas de ARN endógeno de 21-25 
nucleótidos), que pueden transferir a otras células (Wahid y cols., 2010). También pueden 
almacenar en su interior citoquinas, enzimas como NADPH oxidasa o proteasas como MMP2 o 
MMP9 tanto en su forma activa como en forma de proenzima, ejerciendo así un papel activo 
en procesos como la coagulación, inflamación, angiogénesis o adhesión leucocitaria (Berezin y 
cols., 2015). Souza y cols. demostraron que las micropartículas tenían efecto per se (Souza y 
cols., 2015). En concordancia, existen evidencias de que las micropartículas por sí mismas 
pueden ejercer un efecto deletereo sobre el endotelio. Se ha demostrado recientemente que 
las micropartículas procedentes de CE están asociadas con un aumento del estrés oxidativo y 
la expresión de proteínas de adhesión celular en cultivos de CE. En condiciones de 
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hiperglicemia se ha descrito que este aumento de las micropartículas generadas a partir de CE 
contribuye al desarrollo de inflamación vascular y al empeoramiento de la función endotelial 
(Jansen y cols., 2013). De la misma manera, se ha demostrado que las micropartículas 
derivadas de placas ateroscleróticas humanas favorecen la adhesión de monocitos y su 
migración transendotelial y que las micropartículas derivadas de ratas con hipertensión 
pulmonar inhiben la producción de NO endotelial y por lo tanto, comprometen la relajación 
dependiente de endotelio (Shantisila y cols., 2010).  
Otra fuente importante de micropartículas a nivel plasmático son las plaquetas. Se 
considera que la superficie de estas micropartículas, tiene entre 50 y 100 veces más actividad 
procoagulante que la superficie de las plaquetas activadas per se (Shantisila y cols., 2010). 
4.3.3  MICROPARTÍCULAS EN LA ENFERMEDAD RENAL 
Se ha descrito que la liberación de micropartículas está aumentada en la enfermedad renal 
crónica, de manera que el número de micropartículas circulantes correlaciona directamente 
con la severidad de la enfermedad renal. En esta situación, las toxinas urémicas y el aumento 
de la rigidez arterial contribuyen a la apoptosis de las CE, lo cual produce un aumento de las 
micropartículas derivadas de CE (Anderson y cols., 2010). Además, en un modelo animal de 
nefropatía diabética, se ha observado que la aparición de micropartículas derivadas de 
podocitos en la orina es un marcador temprano de daño glomerular (Burger y cols., 2014).  
4.3.4 MICROPARTÍCULAS Y MMPs 
Taraboletti y cols., han demostrado que las vesículas procedentes de CE contienen MMP2 y 
MMP9, tanto en su forma activa como en su forma de proenzima. Esto indica que en el citosol 
de las CE existen acúmulos de MMP2 y MMP9 activas, confirmando que se almacenan para ser 
liberadas al medio extracelular inmediatamente tras el estímulo (Taraboletti y cols., 2002). 
También se ha observado que estas vesículas contienen los inhibidores TIMP1 y TIMP2 
acompañando a las MMPs (Mannello y Medda, 2012). 
 
5 TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO COMO ESTRATEGIA 
TERAPÉUTICA CONTRA LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y 
RENAL 
El control de las enfermedades CV y renales se inicia desde un cambio del estilo de vida, 
disminuyendo la ingesta de sal y de grasas, disminuyendo el peso corporal y con el abandono 
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del hábito de fumar. También requiere un control del perfil lipídico con estatinas o fibratos y el 
tratamiento de la resistencia a la insulina con el uso de antidiabéticos orales. Por último y no 
menos importante, el estricto control de la presión arterial (Segura y Ruilope, 2005).  
5.1 FÁRMACOS ANTIHIPERTENSIVOS BLOQUEANTES DEL SRA 
El tratamiento farmacológico más utilizado para el control de la hipertensión arterial se 
basa en el bloqueo del SRA con inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (iECA) o 
con antagonistas del receptor de angiotensina II (ARA II) como se detalla en la siguiente figura  
(figura 10).  
 
Figura 10. Esquema del SRA y sus principales inhibidores usados en clínica. ECA, Enzima Convertidora de 
Angiotensina; iECA, inhibidor de la ECA; ARA II, Antagonista del Receptor Angiotensina II. 
Son numerosos los estudios que demuestran que estos fármacos además de reducir la 
presión arterial, son capaces de disminuir la excreción urinaria de albúmina (ESH, ESC; 2013; 
Rojas-Rivera y cols., 2012) ya que corrigen el desajuste hemodinámico (Futrakul y cols., 2009; 
Cerasola y cols., 2010) y disminuyen la respuesta inflamatoria (Oberg y cols., 2004). Existen 
estudios que sugieren que la disminución de la albuminuria con inhibidores del SRA se 
consigue de forma más efectiva a dosis superiores a las utilizadas para disminuir la presión 
arterial (Hou y cols., 2007). 
En el estudio PREVEND IT (Prevention of Renal and Vascular End stage Disease Intervention 
Trial) se observó que el tratamiento con fosinopril disminuyó la albuminuria en un 26%. Esta 
disminución se asoció con una reducción del 90% en los eventos cerebrovasculares (Asselbergs 
y cols., 2004). Otros estudios realizados tanto con iECAs como con ARA II en pacientes, 
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muestran una disminución de la progresión de la enfermedad renal y de los eventos CV en 
pacientes con enfermedad renal (Brenner y cols., 2001) asociada a una disminución de la 
presión sanguínea junto con una disminución de la excreción urinaria de proteínas (Maschio y 
cols., 1996). Se ha descrito en estudios como el LIFE, que la disminución de la albuminuria en 
pacientes hipertensos se traduce en una disminución de los eventos CV (Ibsen y cols., 2005). 
Sin embargo, una disminución excesiva de la presión sanguínea, como se concluyó en el 
estudio ACCORD (Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes) por debajo de 120 mmHg, 
en pacientes con diabetes mellitus, puede contrarrestar el beneficio de la disminución de la 
albuminuria con respecto a la aparición de enfermedades CV (Cushman y cols., 2010). Algunos 
ensayos clínicos estudiaron el posible beneficio del uso conjunto de un iECA y un ARAII en 
pacientes con albuminuria y un elevado riesgo CV, como el estudio IMPROVE (Irbesartan in the 
Management of PROteinuric patients at high risk for Vascular Events), sin embargo, no se 
obtuvieron beneficios sobre la reducción de la albuminuria con el doble bloqueo del SRA en 
comparación con el uso de un solo fármaco (Bakris y cols., 2007). Esto mismo se observó en 
posteriores metaanálisis y ensayos clínicos como el estudio ONTARGET (ONgoing Telmisartan 
Alone and in combination with Ramipril Global Endpoint Trial) y TRANSCEND (Telmisartan 
Randomized Assessment Study in ACE Intolerant Subjects with Cardiovascular Disease) (para 
revisión Viazzi y cols., 2016). 
Muchos de los efectos de la señalización de Ang II en los tejidos diana, están mediados por 
un aumento en la producción de EROs, a través de la activación de las NAD(P)H oxidasas 
(Griendling y cols., 1994; Wingler y cols., 2001) y el desacoplamiento de la eNOS. Uno de los 
mecanismos por el cual el bloqueo del SRA protege al riñón en patologías como la diabetes, es 
mediante la inhibición del efecto directo y deletéreo de la Ang II sobre los podocitos, a través 
de una disminución de la inflamación y del estrés oxidativo producido por el aumento de EROs 
mediada por NADPH oxidasa y la eNOS desacoplada (Satoh, 2012; Sato-Horiguchi y cols., 2012; 
Zhou y cols., 2014). También disminuyen la acumulación de MEC y la evolución de la 
glomerulosclerosis (Benigni y cols., 2011). 
5.1.1 ALBUMINURIA RESISTENTE AL BLOQUEO DEL SRA 
A pesar de todas estas evidencias en la literatura, se ha descrito la aparición de albuminuria 
en pacientes diabéticos e hipertensos que se encontraban bajo bloqueo del sistema SRA en 
dos ensayos clínicos como son el estudio BENEDICT (BErgamo NEphrologic DIabetes 
Complications Trial) (Ruggenenti y cols., 2004) y ROADMAP (The Randomized Olmesartan and 
Diabetes Microalbuminuria Prevention) (Haller y cols., 2011), en los cuales el bloqueo del SRA 
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no impedía el desarrollo de albuminuria, pero sí lo retardaba. Otro estudio realizado por 
Cerezo y cols., en pacientes hipertensos en el cual se incluyó a un bajo porcentaje de 
diabéticos, se observó que el 16.1% de los pacientes llegaron a desarrollar albuminuria 
moderada y el 1% albuminuria severa, a pesar del bloqueo del SRA. Aunque el desarrollo de 
albuminuria durante el tratamiento se observó a cualquier valor de presión arterial sistólica, 
desde 130 mmHg, hasta valores de 160 mmHg, los pacientes que desarrollaron albuminuria 
presentaron un peor control de la presión arterial, necesitando un mayor número de fármacos, 
que aquellos que presentaron durante todo el estudio valores normales de albuminuria. Esta 
albuminuria así desarrollada, tiene mayor prevalencia en los pacientes con enfermedad CV 
establecida. Además, está asociada con un mayor riesgo de desarrollar nuevos eventos CV, lo 
cual indica que la albuminuria desarrollada pese al bloqueo del SRA sigue siendo un buen 
predictor de morbilidad y mortalidad CV (Cerezo y cols., 2012). En este contexto, se ha descrito 
una asociación independiente entre los niveles de rigidez arterial y un aumento severo de la 
albuminuria en pacientes hipertensos, no diabéticos en estadio 1-2 de enfermedad renal pese 
a estar tratados con bloqueantes del SRA (Kalaitzidis y cols., 2015).  
Recientemente, se ha descrito la implicación de la modificación de los valores de dos 
proteínas en la predicción de la evolución de la albuminuria en estos pacientes con 
albuminuria resistente al bloqueo del SRA. Se ha observado que una disminución de CD59 (que 
es una proteína que protege a la célula en una situación de inflamación) y un aumento de AAT 
(Alpha-1 antitripsina; que es una proteína plasmática sensible a la inflamación), predicen la 
progresión de la albuminuria en pacientes con bloqueo de SRA (González-Calero y cols., 2016). 
Finalmente, se ha observado que en los pacientes hipertensos controlados con bloqueantes 
del SRA, el desarrollo de la albuminuria resistente o escape de albuminuria se asocia a un 
aumento del estrés oxidativo que se acompaña por un aumento de la capacidad antioxidante 
total. Sin embargo, la capacidad antioxidante de estos pacientes no es capaz de contrarrestar 
este aumento del estrés oxidativo (Ruiz-Hurtado y cols., 2014). Estos resultados y otros 
publicados previamente sugieren que no es sólo la cantidad de antioxidantes, sino la relación 
entre los niveles de oxidantes y antioxidantes lo que indica el estatus oxidativo en el que se 
encuentra el paciente (Piarulli y cols., 2009). En este contexto, existen numerosos estudios en 
la literatura que proponen a la vitamina D como nueva estrategia terapéutica antioxidante. 
 
 
 
  Introducción    
62 
 
5.2  VITAMINA D COMO NUEVA ESTRATEGIA TERAPÉUTICA  
5.2.1 DÉFICIT DE VITAMINA D  
 Estudios demográficos apuntan a una hipovitaminosis D a nivel mundial, que llega al 50% 
en los países occidentales (Lips, 2010), debida al envejecimiento de la población, al estilo de 
vida y a causas medioambientales (contaminación), que disminuyen la exposición a la luz solar, 
necesaria para la síntesis de vitamina D en la piel (Holick, 2004; Richart y cols., 2007). Aunque 
existe mucha controversia acerca de los valores de vitamina D que se consideran como 
deficiencia, insuficiencia y los que se consideran valores normales, la mayoría de los expertos 
definen la deficiencia de vitamina D como los niveles de 25-hidroxicolecalciferol menores de 
20 ng/mL y como insuficiencia valores comprendidos en el intervalo de 21-29 ng/mL (Lee y 
cols., 2008).  
Clásicamente la deficiencia de vitamina D se ha asociado con raquitismos en niños y 
osteomalacia en adultos (Lee y cols., 2008). Pero debido a la amplia localización del receptor 
de vitamina D (VDR), un déficit de vitamina D se asocia con numerosos estados patológicos 
(Holick, 2004). Recientemente se ha descrito que una deficiencia en vitamina D es un factor de 
riesgo independiente de mortalidad en la población general, y una suplementación con 
vitamina D está asociada con una disminución significativa de la misma (Pilz y cols., 2009; 
Krivošíková y cols., 2015). Son numerosos los estudios epidemiológicos que describen un 
aumento de riesgo de sufrir una enfermedad CV y renal asociado a una disminución de la 
concentración plasmática de 25-hidroxicolecalciferol, de hecho, se ha descrito un aumento de 
los eventos CV en invierno y a medida que se incrementa la distancia con el ecuador, debido a 
la disminución de las horas de luz (Drechsler y cols., 2010; Normal y Powell, 2014). La 
deficiencia de vitamina D predispone a hipertensión (Burgaz y cols., 2011; Normal y Powell, 
2014), diabetes, síndrome metabólico (Lee y cols., 2008), hipertrofia de ventrículo izquierdo, 
insuficiencia cardiaca congestiva, inflamación vascular crónica (Lee  y cols., 2008; Rojas-Rivera 
y cols., 2010; Tuñón y cols., 2014), cáncer de colon, artritis reumatoide, esclerosis múltiple o 
enfermedad de Crohn (Holick, 2004). 
5.2.2 DÉFICIT DE VITAMINA D Y ENFERMEDAD RENAL 
En enfermedad crónica renal la prevalencia de deficiencia de vitamina D es muy alta y en 
algunos estudios se estima del 70-80% (Molina y cols., 2014). Los niveles de calcitriol 
(metabolito activo de la vitamina D) disminuyen en estadios tempranos de insuficiencia renal 
crónica, incluso antes que el calcio y fósforo sérico y la hormona paratiroidea (PTH) (Rojas-
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Rivera y cols., 2010). Además, en esta población la supervivencia correlaciona con un aumento 
de los niveles plasmáticos de vitamina D (Nigwekar y Thadhani, 2013). En el programa NHANES 
III, niveles bajos de 25-hidroxicolecalciferol se asociaron con un aumento en la prevalencia de 
la albuminuria de forma independiente de la edad, del sexo, de la etnia, de si eran fumadores 
o no, del índice de masa corporal y de la función renal (Rojas-Rivera y cols., 2010). También se 
asociaron con una disminución del IFGe y con la progresión de la enfermedad crónica renal, lo 
cual sugiere la activación del receptor de vitamina D como una posible estrategia para 
disminuir la albuminuria (Molina y cols., 2014). Además, en estos pacientes se ha asociado una 
disminución en los niveles plasmáticos de vitamina D con marcadores de inflamación (Amer 
y Qayyum, 2012) y disfunción endotelial (Tare y cols., 2011).  
La vitamina D tiene una gran importancia en la patología renal, ya que actúa como inhibidor 
de la expresión de renina, de VEGF y como activador de SOD (Li y cols., 2002; Lee y cols., 2008; 
Zhong y cols., 2014), de esta manera regula la angiogénesis y la defensa antioxidante en las CE. 
(Li y cols., 2002; Valcheva y cols., 2014; Zhong y cols., 2014). Por otro lado, la regulación de la 
vitamina D sobre el SRA se puede deber a una interacción con los receptores de 
mineralocorticoides, ya que los dos receptores pertenecen a la misma superfamila (Lucisano y 
cols., 2013). En pacientes con enfermedad renal en estadio terminal existe una asociación 
significativa e inversa entre los niveles de 25-hidroxicolecalciferol y los niveles de MMP9 
plasmáticos (Wasse y cols., 2011) y un aumento de la rigidez arterial (Mheil y cols., 2011; Seker 
y cols., 2013; Lieberman y cols., 2013), acompañado por una alteración del contenido en 
colágeno y elastina en aorta (Andrukhova y cols., 2014). 
5.2.3 SÍNTESIS DE VITAMINA D 
Sólo del 10-20% de la vitamina D de nuestro organismo la obtenemos de la dieta ya que hay 
muy pocos alimentos que la contengan. Por lo tanto, alrededor del 90% de los requerimientos 
de vitamina D se obtienen de la exposición al sol (Holick, 2004). La vitamina D comienza su 
síntesis en la piel a partir del 7-dehidrocolesterol, en un proceso que requiere luz ultravioleta 
(UV)B (290-315 nm). Posteriormente, para llevar a cabo el proceso de activación, la vitamina D 
pasa a sangre, donde se une a la proteína de unión de vitamina D (DBP) y en una pequeña 
proporción a albúmina (Nigwekar y Thadhani, 2013). El primer paso de su activación se lleva a 
cabo en el hígado y consiste en una hidroxilación en la posición 25 por acción de la enzima 
CYP27A1, para dar lugar al 25-hidroxicolecalciferol o calcidiol. Esta molécula se une de nuevo a 
la DBP para llegar al riñón. Allí, en las células de los túbulos proximales sufre la segunda 
hidroxilación en la posición 1α- por acción de la enzima CYP27B1 o 1α-hidroxilasa, para dar 
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1,25-dihidroxicolecalciferol, o calcitriol que es la forma activa de la vitamina D (Jones, 2007; 
Pilz y cols., 2009; Normal y Powell, 2014).  
 
 
 
 
Figura 11. Esquema explicativo de la síntesis y metabolismo de vitamina D en el organismo 
La mayoría de las células CV como CMLV o CE y células inflamatorias como macrófagos 
expresan CYP27B1, lo cual indica la existencia de una síntesis local de calcitriol. Debido a esta 
síntesis local la concentración de la forma activa a nivel tisular puede diferir de la circulante. 
Por ello, se consideran los niveles tisulares de calcitriol proporcionales a la cantidad de 25-
hidroxicolecalciferol circulante, de tal manera que la determinación de 25-
dihidroxicolecaciferol se considera el mejor indicador del nivel de vitamina D del organismo 
(Holick, 2004; Jones, 2007; Pilz y cols., 2009; Lee y cols., 2008; Normal y Powell, 2014). 
5.2.3.1 REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE VITAMINA D 
El proceso de síntesis de calcitriol se regula a varios niveles. La enzima CYP27B1 presenta 
una regulación mediante retroalimentación negativa, por el propio calcitriol. Además el factor 
de crecimiento de fibroblastos (FGF)-23 inhibe su transcripción, mientras que la PTH la regula 
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al alza. La regulación de la 1α-hidroxilasa a nivel extrarrenal es controvertida. Algunos autores 
afirman que no se regula por la PTH o FGF-23, pero sí por mediadores inflamatorios (Rojas-
Rivera y cols., 2010). Otros han descrito que FGF-23 es capaz de inhibir la expresión de 
CYP27B1 a nivel extrarenal, en monocitos, jugando un papel importante en la regulación de la 
respuesta inmune (Bacchetta y cols., 2013). 
La regulación de la concentración de calcitriol también se lleva a cabo mediante un 
mecanismo de metabolización de la vitamina activa a través de otra enzima perteneciente a la 
familia del citocromo P450, como es la CYP24A1 o 24-hidroxilasa, que inactiva tanto a 25-
hidroxicolecalciferol como a 1α,25-dihidroxicolecalciferol mediante una hidroxilación en la 
posición 24, generando 24R,25-dihidroxicolecalciferol y 1α,24,25-trihidroxicolecalciferol 
respectivamente (figura 11). Esta hidroxilasa se expresa en los tipos celulares donde lo hace la 
1α-hidroxilasa y el VDR (Jones, 2007; Richart y cols., 2007). A nivel renal esta enzima está 
regulada al alza por la propia molécula de calcitriol (Rojas-Rivera y cols., 2010), mientras que 
FGF-23 la activa, la PTH inhibe su transcripción (Jones, 2007; Bosworth y de Boer, 2013).  
Por último, se ha descrito que la molécula de calcitriol induce la expresión de megalina en 
las células del túbulo proximal. La megalina es una proteína con una función muy importante 
en el mantenimiento de los niveles de vitamina D porque es la encargada de recaptar la 
vitamina D, unida a la DBP, que se filtra en el glomérulo renal y así evitar su pérdida en la orina 
(Rojas-Rivera y cols., 2010). 
5.2.4  MECANISMO DE ACCIÓN 
La vitamina D es una hormona esteroidea. Realiza su acción a través de la unión a su 
receptor, el receptor de vitamina D (VDR), que pertenece a la superfamilia de receptores 
nucleares. La vitamina D, al ser liposoluble, es capaz de atravesar la membrana celular y unirse 
a su receptor en el interior del núcleo (Jones, 2007). Una vez unida al receptor de vitamina D 
(VDR) forma un heterodímero con el receptor X retinoide, y se une a secuencias específicas de 
ADN. Aproximadamente el 3% del genoma humano está de forma directa o indirecta, regulado 
por la vitamina D.  
Las acciones fisiológicas de la vitamina D se dividen en dos tipos: i) clásicas, aquellas que 
regulan la concentración sanguínea de calcio y fosfato a través de acciones en el intestino, 
hueso, glándula paratiroides y riñón y ii) funciones no clásicas como la diferenciación celular, 
efectos antiproliferativos en varios tipos celulares como médula ósea, sistema inmune, piel, 
células del epitelio prostático, músculos e intestino. Además se ha descrito que tiene efectos 
sobre el sistema CV, sistema inmune y endocrino (Norman, 2006; Jones, 2007). Por otro lado, 
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la vitamina D también puede llevar a cabo respuestas rápidas no genómicas como la absorción 
de calcio en el intestino o la secreción pancreática de insulina, la apertura de canales de calcio 
y cloro dependientes de voltaje en osteoblastos y la migración de CE (Norman, 2006).  
El 1,25-dihidroxicolecalciferol regula los genes que codifican para la expresión de renina en 
el riñón, la liberación de citoquinas en los linfocitos y crecimiento y/o proliferación de CMLV y 
cardiomiocitos, regula el estrés oxidativo, el transporte de membrana, la homeostasis de MEC 
y la adhesión celular (Lee y cols., 2008). La mayoría de las células CV expresan VDR, como 
CMLV, CE, cardiomiocitos, células del sistema inmune y plaquetas (Normal y Powell, 2014). En 
el sistema renal, el VDR se localiza en el epitelio de túbulo proximal y distal, en el epitelio 
parietal del glomérulo, en las células del ducto colector en el aparato yuxtaglomerular y en los 
podocitos renales (Chokhandre y cols., 2015). 
5.2.5 SUPLEMENTO CON VITAMINA D 
 A pesar de que se sabe que una disminución en la concentración de vitamina D a nivel 
plasmático tiene consecuencias negativas en la enfermedad crónica renal, las estrategias 
terapéuticas a seguir no están todavía claras. Los resultados del tratamiento con vitamina D 
sobre enfermedades CV han sido contradictorios y los ensayos clínicos no muestran evidencias 
firmes sobre los beneficios de este tratamiento (Rojas-Rivera y cols., 2010; Bosworth y de Boer 
2013). Sin embargo, el calcitriol y otros agonistas del VDR, se han usado ampliamente en el 
tratamiento de hiperparatiroidismo secundario en pacientes en hemodiálisis. Estudios en 
animales han mostrado los beneficios de este tratamiento en la preservación y restauración de 
la función renal (Sonneveld y cols., 2016), así como estudios observacionales lo han 
relacionado con una disminución del riesgo de mortalidad en pacientes con enfermedad renal 
crónica que tienen una deficiencia (Seker y cols., 2013; de Medeiros Cavalcante y cols., 2015). 
Se ha observado que el suplemento con vitamina D disminuye marcadores de inflamación y 
aumenta la capacidad antioxidante total (Cavalcante y cols., 2015) disminuyendo además la 
VOP (Martins y cols., 2014).  
Por otro lado, la administración de vitamina D es capaz de disminuir la albuminuria 
(Agarwal y cols., 2005; Alborzi y cols., 2008; Wu-Wong y cols., 2009; Nigwekar y Thadhani, 
2013; Molina y cols., 2014; Chokhandre y cols., 2015). Son muchos los posibles mecanismos 
por los cuales los agonistas del receptor de vitamina D presentan efectos antialbuminúricos, 
como la supresión del SRA, la disminución de la respuesta inflamatoria, la disminución del 
acúmulo de monocitos, neutrófilos, efectos antiproliferativos y la disminución del daño en 
podocitos restaurando la BFG (Lucisano y cols., 2013). Algunos estudios identifican a los 
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podocitos como una diana del calcitriol ya que expresan VDR y la administración de esta 
molécula los protege de efectos dañinos (Lucisano y cols., 2013). La activación del receptor de 
vitamina D por parte de paricalcitol y calcitriol, disminuye significativamente las lesiones 
fibróticas de forma dosis dependiente a través de la inducción de la expresión de factores 
antifibróticos (Li y cols., 2005). 
El calcitriol per se, no tiene capacidad intrínseca como molécula neutralizante de EROs, su 
actividad reductora del estrés oxidativo radica en el aumento de la transcripción de las 
enzimas antioxidantes como SOD y en la disminución de la transcripción de enzimas oxidantes 
como NOX2, NOX4 inducida por Ang II, ya que disminuye la expresión de AT1 (Zhang y cols., 
2008; Dong y cols.,  2012). Disminuye la infiltración intersticial de células inflamatorias (Wu-
Wong y cols., 2009; Finch y cols., 2012) y de marcadores de inflamación como TNFα e IL-6 
(Normal y Powell, 2014). Además incrementa la actividad de la eNOS y la síntesis de 
prostaciclina (Pilz y cols., 2009). Todo esto aumenta la biodisponibilidad de NO y mejora la 
relajación dependiente de endotelio en arterias renales (Sugden y cols., 2008; Harris y cols., 
2011; Normal y Powell 2014; Uberti y cols., 2014; Takenaka y cols., 2014)  
6 RATAS MUNICH WISTAR FRÖMTER COMO MODELO 
EXPERIMENTAL DE DESARROLLO DE ALBUMINURIA 
Las ratas Munich Wistar Frömter (MWF), son un modelo genético de desarrollo de 
albuminuria e hipertensión moderada que aparece de forma espontánea y progresiva con la 
edad (Macconi y cols., 2000).  Nacen con un déficit del 30-50% en el número de nefronas que a 
las 4 semanas de edad ya se manifiesta en una hipertrofia glomerular compensatoria (IJpelaar 
y cols., 2008). La disminución del número de nefronas con las que nacen las ratas MWF se 
debe a un empeoramiento en la nefrogénesis temprana (Shulte y cols., 2012). Esto se traduce 
en una disminución del número de nefronas que llega al 39,7% a las 12 semanas de edad 
(Rothermund y cols., 2001), mientras que la presión de los capilares glomerulares en ratas 
MWF es normal (Macconi y cols., 2006).  
Este modelo presenta una disminución progresiva de los podocitos renales, seguida de 
glomeruloesclerosis, disfunción endotelial y de albuminuria (Ijpelaar y cols., 2008; Macconi y 
cols., 2009). En este modelo, la albuminuria aparece a las 6 semanas de edad (van Es y cols., 
2011), aunque muestra un marcado dimorfismo sexual. Tanto machos como hembras nacen 
con una disminución en el número de nefronas, sin embargo la progresión de la albuminuria y 
la subsiguiente insuficiencia renal es mucho más pronunciada en machos que en hembras 
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(Schulz y Kreutz, 2012). Los últimos estudios proponen a la acción de la testosterona, a través 
del receptor de andrógenos, como el responsable de este dimorfismo (Herlan y cols., 2015). 
En este modelo animal se ha descrito que los loci de carácter cuantitativo (QTL; quantitative 
trait locus) responsables de la albuminuria se sitúan en los cromosomas 6 y 8. Se ha descrito 
que la transferencia del cromosoma 6 y del 8 de ratas espontáneamente hipertensas, pero no 
albuminúricas SHR (spontaneusly hypertensive rats) al fondo genético de ratas MWF genera 
ratas consómicas MWF-6SHR Y MWF-8SHR (figura 12) que presentan una disminución 
significativa de la albuminuria (van Es y cols., 2011). 
 
 
Figura 12. Esquema de la obtención de la cepa de ratas consómicas MWF-6SHR Y MWF-8SHR 
En el caso de MWF-6SHR el nivel de albuminuria se normaliza a niveles de animales control 
normotensos y normoalbuminúricos como son las ratas Wistar Kyoto (WKY), ya que 
desaparece el déficit innato de nefronas. Esto sugiere que en las ratas MWF la adaptación 
funcional al déficit innato de nefronas es un importante requisito para la aparición de 
albuminuria. Este aumento en el número de nefronas se acompaña de la desaparición del 
daño glomerular y tubulointersticial que tienen las ratas MWF (Schulz y cols., 2008). En las 
ratas consómicas MWF-6SHR se produce una disminución de la fibrosis intersticial, lo que 
sugiere que el cromosoma 6 también está relacionado con el proceso de fibrosis que sufren 
estos animales (Schulz y cols., 2003). Recientemente estudios en ratas dobles consómicas 
MWF-6SHR-8SHR han confirmado el papel sinérgico de esos dos cromosomas, ya que en estas 
ratas tanto la albuminuria como los cambios estructurales en el glomérulo y el túbulo, se 
eliminaron completamente (van Es y cols., 2011).  
En este modelo animal la albuminuria está asociada con un aumento de la rigidez arterial y 
una disminución en el contenido de elastina en los vasos sanguíneos. En concordancia, la 
introducción del cromosoma 6 y 8 por separado de ratas SHR en el fondo genético de MWF 
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disminuye tanto la rigidez arterial como la albuminuria de forma independiente a la 
disminución de la presión arterial (Gil-Ortega y cols., 2015).  
Finalmente, el tratamiento con inhibidores del SRA ha mostrado beneficios también en 
modelos animales de albuminuria como son las ratas MWF. Este modelo animal presenta una 
disminución significativa de la densidad de vasos sanguíneos a nivel renal que revierte con el 
tratamiento con iECA y con ARA II, que además se acompaña por la disminución de la 
expresión a nivel renal de ET-1 (Remuzzi y cols., 2016). Incluso a edades avanzadas a las que las 
ratas MWF muestran niveles de albuminuria muy elevados, la inhibición del SRA disminuye la 
presión sanguínea y la albuminuria, disminuyendo a su vez la glomeruloesclerosis y el daño 
tubulointersticial (Remuzzi y cols., 2002) y aumentando el número de podocitos por glomérulo 
(Macconi y cols., 2009). 
Otros modelos experimentales de albuminuria se basan en la inducción de la misma por la 
administración de sustancias tóxicas como adriamicina, estreptozotocina, o por métodos 
físicos como la ablación renal. Estos modelos son artificiales y presentan la problemática de 
que las toxinas administradas, o la activación hormonal tras la ablación renal, pueden tener 
efectos por sí mismos sobre los vasos sanguíneos. Por eso es preferible usar el modelo 
genético de desarrollo de albuminuria espontánea, como son las ratas MWF, para estudiar los 
mecanismos asociados a la presencia de albuminuria per se (Gschwend y cols., 2002). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Son muchos los estudios que proponen a la albuminuria como marcador de disfunción 
endotelial a nivel renal que refleja, a su vez, un daño vascular a nivel sistémico. Este daño, es 
además característico de alteraciones como la hipertensión (Abdelhafiz y cols., 2011;). Se sabe, 
que la disfunción endotelial se relaciona con un aumento de estrés oxidativo (Singh y cols., 
2013) y éste a su vez con alteraciones en la actividad de proteínas como la MMP2 y la MMP9 
(Rajagopalan y cols., 1996). La estrategia terapéutica más utilizada en el tratamiento de la 
hipertensión, que además disminuye la excreción urinaria de albúmina, es el bloqueo del SRA 
tanto con iECAs como con ARA II. Sin embargo, recientemente se ha descrito que pacientes 
hipertensos que se encuentran bajo este tratamiento desarrollan un escape de albuminuria 
también denominado albuminuria resistente, pese a presentar un buen control de la presión 
arterial (Cerezo y cols., 2012). Dado que la albuminuria contribuye a la progresión de la 
insuficiencia renal y cardiovascular, los mecanismos implicados en su aparición se pueden 
considerar como dianas terapéuticas comunes para ambos sistemas (Rabelink y Zeeuw, 2015). 
A pesar de ello, no se han estudiado los mecanismos implicados en el desarrollo de 
albuminuria resistente al bloqueo del SRA.  
En este contexto, las hipótesis planteadas en este estudio son: 
1. la albuminuria podría estar relacionada con alteraciones en la función vascular y en la 
actividad de proteasas de matriz extracelular como son las gelatinasas MMP2 y MMP9. 
Estas alteraciones a su vez, podrían deberse a un desajuste en el equilibrio oxidativo, 
2. el desajuste en la actividad de las gelatinasas MMP2 y MMP9, así como en el equilibrio 
oxidativo, podrían tener una implicación traslacional en estados patológicos que 
aparecen en la práctica clínica como la albuminuria resistente al bloqueo del SRA, 
3. la suplementación con calcitriol como estrategia terapéutica para corregir el desajuste 
en el equilibrio oxidativo, podría controlar la aparición de la albuminuria y las 
alteraciones asociadas a la misma. 
Los objetivos propuestos para el estudio de estas hipótesis fueron: 
1. caracterizar un modelo genético de desarrollo espontáneo de albuminuria, estudiando 
la función vascular y marcadores de daño renal, como son el estrés oxidativo y la 
actividad de las MMPs, 
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2. estudiar si los marcadores de daño oxidativo y de remodelado son exclusivamente 
dependientes del desarrollo de albuminuria y no dependen de la presencia de 
hipertensión, 
3. determinar si los marcadores alterados en el modelo genético de albuminuria lo están 
también en pacientes hipertensos controlados que desarrollan albuminuria resistente 
al bloqueo del SRA, 
4. caracterizar los mecanismos implicados en la alteración de los marcadores de 
remodelado de matriz extracelular en estos pacientes y 
5. determinar si un tratamiento crónico con calcitriol revierte la albuminuria en el 
modelo experimental y sus marcadores de daño asociados, como son la disfunción 
endotelial, el aumento de estrés oxidativo y el aumento en la actividad de las MMPs. 
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1 MODELOS EXPERIMENTALES 
El estudio se realizó utilizando distintos modelos experimentales de rata macho de entre 12 
y 14 semanas de edad. Los animales permanecieron estabulados en condiciones controladas 
de humedad (45-50 %) y temperatura (22±1ºC), con un ciclo de 12 horas de luz (8:00-20:00h) y 
12 horas de oscuridad (20:00-8:00h). Todos ellos tuvieron acceso ad libitum a agua y comida.  
La estabulación y utilización de los animales se realizó de acuerdo con la guía “Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals”, publicada por el “US National Institute of 
Health” (NIH publicación número 85-23, revisado en 2011) y la legislación española para el 
uso de animales de experimentación (RD 1205/2005 y RD 53/2013). Todos los protocolos 
experimentales se aprobaron por el Comité Ético de experimentación animal de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
1.1 DESCRIPCIÓN DE LOS MODELOS EXPERIMENTALES 
Ratas Munich Wistar Frömter (MWF): Este modelo de rata presenta albuminuria a partir de 
las 6 semanas de edad, y niveles normales de presión arterial a las 12-14 semanas. (Charité; 
Berlín, Alemania). 
Ratas espontáneamente hipertensas (SHR, del inglés, Spontaneously Hypertensive Rats): Es 
un modelo de rata que deriva de la cepa Wistar Kyoto que desarrolla de manera espontánea 
hipertensión a partir de las 4 semanas de edad, pero que a la edad utilizada en el estudio (12-
14 semanas) no presenta albuminuria (Charles River, España). 
Ratas consómicas MWF-8SHR: Es una cepa de rata que se obtiene al sustituir el cromosoma 8 
de la cepa MWF, que es responsable de la albuminuria en este modelo animal (van Es y cols.,  
2011), por el respectivo cromosoma de la cepa SHR. De esta manera, se obtiene esta nueva 
cepa que no presenta ni hipertensión ni albuminuria a las edades estudiadas (Charité; Berlín, 
Alemania). 
Ratas Wistar Kyoto (WKY): Esta cepa no presenta albuminuria ni hipertensión. Es la cepa de la 
que derivan las ratas SHR por lo que se utilizó en el estudio como control de las ratas SHR y 
ratas consómicas MWF-8SHR (Charles River, España). 
Ratas Wistar: Esta cepa no presenta albuminuria ni hipertensión, por lo que se utilizó en el 
estudio como control de las ratas MWF. (Charles River, España). 
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1.2 PROTOCOLO SEGUIDO EN EL TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO CON 
CALCITRIOL EN RATAS MWF Y WISTAR 
Este estudio se realizó en ratas MWF y como controles se utilizaron ratas Wistar como se 
muestra en el esquema (figura 13). Los animales se recibieron con 5 semanas de edad y se 
estabularon en jaulas por parejas. Se les permitió libre acceso a agua y comida durante todo el 
tiempo que duró el estudio. Tras la recepción se dejó una semana para que los animales se 
aclimatasen y transcurrido este tiempo, se dividieron aleatoriamente en 2 grupos. Uno de los 
grupos fue tratado con calcitriol (Rocaltrol®; 0,25µg/Kg/día) disuelto en una solución de suero 
salino (0,9 % NaCl) para alcanzar un volumen de inyección de 300 µL. El otro grupo fue tratado 
con vehículo (sorbitol, Sigma; disuelto en solución de suero salino a la misma concentración a 
la que se encontraba en la preparación farmacéutica). El tratamiento se realizó diariamente 
por vía subcutánea y tuvo una duración de 7 semanas. Los animales se introdujeron, 48 horas 
antes de su sacrificio en una jaula metabólica, a fin de recoger la orina generada durante 24 
horas. 
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Figura 13. Esquema del protocolo seguido para realizar el tratamiento con calcitriol o vehículo en las ratas 
albuminúricas MWF y controles Wistar. 
 
2 ESTUDIO EN PACIENTES 
2.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES 
Los estudios en pacientes se llevaron a cabo en la Unidad de Hipertensión del Hospital 
Universitario 12 de Octubre. Entre enero de 2012 y junio de 2013 se preseleccionaron 51 
pacientes con hipertensión esencial y sin albuminuria. Como requisitos de inclusión 
indispensables, los pacientes firmaron un consentimiento informado, siendo todos ellos 
mayores de 18 años al inicio del estudio. El estudio fue aprobado por el Comité Ético de 
Investigación Clínica del hospital. 
El personal facultativo de la Unidad de Hipertensión realizó un seguimiento durante 2 años 
de los pacientes. Durante este tiempo, los pacientes estuvieron bajo supresión crónica del SRA, 
con iECA, o con ARA II. En caso de que el tratamiento no fuese suficiente para conseguir un 
buen control de la presión arterial, tanto sistólica como diastólica (PAS 120-129mmHg; PAD 
80-84 mmHg, respectivamente), se añadieron al tratamiento anterior otros fármacos como 
diuréticos, antagonistas de calcio o β-bloqueantes. Del total de pacientes preseleccionados 
para el estudio, se excluyó a aquellos que presentaron diabetes mellitus (9 pacientes) y/o 
hiperaldosteronismo primario (3 pacientes). Finalmente, como se muestra en la figura 14 se 
seleccionó a 39 pacientes hipertensos que debido al tratamiento antihipertensivo pautado, 
presentaron valores de presión arterial controlados. 
2.2 DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE MASA CORPORAL 
El índice de masa corporal (IMC) se determinó utilizando los valores de altura y de peso que 
se obtuvieron en consulta mediante la siguiente fórmula:  
IMC=peso (Kg)/altura2 (m) 
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2.3 DETERMINACIÓN DE LA FUNCIÓN RENAL DE LOS PACIENTES AL FINALIZAR EL 
ESTUDIO 
2.3.1 DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE FILTRADO GLOMERULAR ESTIMADO 
El índice de filtrado glomerular estimado (IFGe) se calculó utilizando la fórmula CKD-EPI (del 
inglés, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) a través de la página web 
www.merckmanuals.com/medical-calculators/GFR_CKD_EPI.htm. Esta fórmula tiene en cuenta 
el valor de creatinina sérica, la edad y la raza para proporcionar un valor que es indicador de la 
función renal. 
2.3.2 DETERMINACIÓN DE LA EXCRECIÓN URINARIA DE ALBÚMINA 
En las muestras de orina recogida durante 24 horas se determinó la concentración de 
albúmina. Este parámetro se utilizó para determinar posteriormente el cociente 
albúmina/creatinina.  
Durante los dos años que duró el seguimiento, a pesar del buen control de la presión 
arterial, algunos de los pacientes incluidos en el estudio desarrollaron un aumento de la 
excreción urinaria de albúmina dentro de los valores considerados como albuminuria. La 
excreción urinaria de albúmina desarrollada bajo tratamiento antihipertensivo se denominó 
albuminuria resistente.  
En  función de este último parámetro se separó a los pacientes en 3 grupos de la siguiente 
manera (figura 14): 
Pacientes normoalbuminúricos: aquellos que al finalizar el estudio presentaron valores del 
cociente albúmina/creatinina en orina <20 mg/g en hombres o <30 mg/g en mujeres. 
Pacientes con albuminuria resistente moderada: aquellos que al finalizar el estudio 
presentaron valores del cociente albúmina/creatinina en orina comprendida en el rango de 
>20 y ≤200 mg/g en hombres o >30 y ≤300 mg/g en mujeres. 
Pacientes con albuminuria resistente severa: aquellos que al finalizar el estudio presentaron 
valores del cociente albúmina/creatinina en orina >200 mg/g en hombres o > 300 mg/g en 
mujeres. 
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Figura 14. Esquema del sistema de inclusión de pacientes en el estudio. 
 
3 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS HEMODINÁMICOS EN MODELOS 
EXPERIMENTALES Y PACIENTES  
3.1 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS HEMODINÁMICOS EN LOS MODELOS 
EXPERIMENTALES TRAS EL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL  
El último día de tratamiento se pesó a los animales y se determinaron los parámetros 
hemodinámicos [presión arterial sistólica (PAS), frecuencia cardiaca (FC), presión de pulso (PP) 
y VOP] por medida directa en los animales previamente anestesiados con una mezcla de 
ketamina/xilacina (50-80 mg/kg i.p.) (Somoza y cols., 2005). Tanto en la arteria carótida 
derecha como en la arteria femoral derecha se insertaron sendos catéteres, que se 
encontraban conectados a sus respectivos transductores de presión (Statham, Harvard 
Aparatos GMBH, Alemania). La onda de presión se registró mediante el sistema de adquisición 
de datos (PowerLab 4/30) y se analizó con el programa de análisis de registros (LabChart 7.0 
Pro, ADInstruments). Se utilizó el registro obtenido a través de la arteria carótida para 
determinar los valores de PAS, FC y PP.  
Para determinar el parámetro de VOP se midió la distancia que había entre los extremos de 
las dos cánulas y el valor resultante se dividió entre el tiempo de desfase entre la onda de 
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presión registrada en la arteria carótida y la registrada en la arteria femoral, según la siguiente 
fórmula: 
 
VOP= Distancia entre cánulas (m)/tiempo de desfase entre ondas (s) 
 
 
Figura 15. Esquema representativo de la obtención de parámetros hemodinámicos mediante la canulación tanto de 
la arteria  carótida como femoral en la rata anestesiada. 
 
3.2 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS HEMODINÁMICOS EN PACIENTES 
3.2.1 DETERMINACIÓN DE LA PRESIÓN ARTERIAL 
La presión arterial se determinó en consulta, mediante tres medidas consecutivas 
utilizando un equipo semiautomático (OMRON). Así mismo, se monitorizó la presión arterial 
durante 24 horas utilizando un monitor (Spacelabs-90207/17) que registró la presión arterial 
cada 20 minutos en el periodo de vigilia del paciente y cada 30 minutos durante el periodo de 
sueño. 
3.2.2 DETERMINACIÓN DE LA VELOCIDAD DE ONDA DE PULSO 
La medida estándar para el estudio de la rigidez arterial es la VOP determinada entre 
arteria carótida y femoral (Laurent y cols., 2006). Ésta se determinó en los pacientes utilizando 
el equipo Sphygmocor (ArtCor, Sydney, Australia). Este sistema integra un tonómetro de 
aplanación con el que se obtienen las ondas de pulso en arteria carótida y arteria femoral, y un 
electrocardiograma que permite en base a la onda R, la sincronización de los tiempos de la 
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onda de pulso en ambas arterias, para así determinar el tiempo de desfase de la onda. La VOP 
se calcula a partir del tiempo de tránsito de la onda desde la carótida a la femoral y la distancia 
entre el punto en el que se coloca el tonómetro en estas dos arterias (Laurent y cols., 2006). 
Para determinar este último parámetro se realiza la medida de la distancia entre la carótida y 
la apófisis (distancia proximal) y la distancia entre la apófisis y el punto donde se coloca el 
tonómetro en la femoral (distancia distal). La fórmula utilizada para obtener la velocidad de 
onda de pulso es la siguiente: 
VOP=distancia (metros)/ incremento de tiempo (segundos) 
 
4 OBTENCIÓN DE MUESTRAS EN PACIENTES Y EN LOS MODELOS 
EXPERIMENTALES 
4.1 SACRIFICIO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS EN LOS DISTINTOS MODELOS 
EXPERIMENTALES 
Se sacrificó a los animales mediante desangrado, la sangre se recogió en tubos 
heparinizados para la posterior obtención del plasma mediante centrifugación a 4ºC, durante 
10 minutos, a 2000 rpm (centrífuga Centra MP4/MP4R, IEC Thermo Scientific). El plasma 
obtenido, se guardó a -80ºC hasta su utilización. Para recoger la orina generada durante 24 
horas, los animales se introdujeron, 48 horas antes de su sacrificio, en una jaula metabólica. La 
orina producida en las primeras 24 horas se descartó y se utilizó la que se obtuvo durante las 
24 horas anteriores al sacrificio del animal se guardó a -80ºC para las posteriores 
determinaciones. Las determinaciones bioquímicas en plasma de la concentración de 25-
hidroxicolecalciferol, de calcio y de fósforo y de creatinina tanto en plasma como en orina y la 
de albúmina en orina de las ratas, se llevaron a cabo en el laboratorio de análisis clínicos 
Labipath del Hospital de la VOT, Madrid. 
Se extrajeron los riñones y se pesaron. Los pesos se corrigieron por la longitud de la tibia 
(parámetro relacionado con el crecimiento del animal) o con el peso corporal a fin de poder 
establecer comparaciones entre los distintos grupos experimentales. Posteriormente se 
congelaron a -80ºC hasta su homogenización mecánica en nitrógeno líquido con ayuda de un 
mortero. El homogenizado se recogió en un tampón específico para cada técnica y se 
centrifugó a 12000 rpm, a 4ºC, durante 15 min. Se descartó el precipitado y se recogió guardó 
el sobrenadante que contenía las proteínas solubilizadas.  
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Para los estudios de función vascular y de microscopía confocal se aisló la arteria aorta y se 
colocó en una placa Petri que contenía una solución de Krebs Henseleit (KH, 115 mM NaCl; 4,6 
mM KCl; 2,5 mM CaCl2-2H2O; 25 mM NaHCO3; 1,2 mM KH2PO4; 1,2 mM MgSO4-7H2O; 0,01 
mM EDTA; 11,1 mM glucosa) a 4ºC. Con ayuda de una lente binocular (Leica GZ4) se retiró 
el tejido conectivo y el tejido adiposo perivascular y se obtuvieron segmentos de 2 mm de 
longitud que se utilizaron inmediatamente. 
4.2 OBTENCIÓN DE PLASMA EN PACIENTES Y DETERMINACIONES POSTERIORES  
Para evitar la coagulación, la sangre se recogió en tubos que contenían tanto EDTA (ácido 
etilendiaminotetraacético) como heparina de litio como anticoagulantes para su uso en 
función del análisis a realizar. La obtención de plasma se realizó como se indica en el punto 
4.1, una vez obtenido se almacenó a -80ºC hasta su utilización. 
El análisis de los parámetros plasmáticos, creatinina sérica, 25-hidroxicolecalciferol, 
colesterol total, colesterol HDL (high density lipoprotein), colesterol LDL (low density 
lipoprotein) y triglicéreidos, se realizó en el Servicio de Bioquímica del hospital. 
En clínica se realiza la determinación plasmática de 25-hidroxicolecalciferol en lugar de 
determinar la concentración del metabolito activo, 1,25-dihidroxicolecalciferol. Esto se debe a 
que la vida media de 25-hidroxicolecalciferol es de 2 semanas en plasma, mientras que la 
concentración plasmática de 1,25-dihidroxicolecalciferol tiene una vida media en plasma de 4 
horas y su concentración es 1000 veces menor. Además, la disminución de la concentración de 
1,25-dihidroxicolecalciferol provoca un aumento en la secreción de PTH, que activa a la 1α-
hidroxilasa renal para aumentar la concentración de 1,25-dihidroxicolecalciferol, lo que puede 
llevar a un error en el diagnóstico de la hipovitaminosis D (Holick, 2004). 
4.3 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES EN PLASMA 
DE PACIENTES Y RATAS Y EN HOMOGENIZADO DE RIÑÓN DE RATA 
La concentración de proteínas totales se determinó por colorimetría según el método 
descrito por Bradford (1976). Este método se basa en la reacción de los grupos sulfonados 
ácidos del azul de Coomasie (reactivo de Bradford) con los grupos amino libres de los 
aminoácidos básicos (arginina, lisina e histidina) presentes en las proteínas. Como resultado de 
esta reacción se genera un compuesto coloreado (azul) que presenta un máximo de 
absorbancia a 595 nm.  
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El ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos. En cada pocillo, se añadieron 5 μL de 
muestra y 200 μL de reactivo Protein Assay (Biorad). Tras una incubación de 5 minutos, a 25°C, 
se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm (ELx808; Bio-Tek). Para 
cuantificar la concentración de proteínas se utilizó una curva patrón de albúmina sérica bovina 
(Sigma-Aldrich, España; BSA; 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/mL).  
5 ESTUDIOS EN AORTA TORÁCICA AISLADA EN LOS MODELOS 
EXPERIMENTALES  
5.1 ESTUDIOS DE FUNCIÓN VASCULAR 
Los estudios de función vascular se llevaron a cabo en un baño de órganos en el que se 
montaron segmentos de aorta torácica. Cada uno de los segmentos se introdujo entre dos 
alambres horizontales de acero rígido de 300 µm de diámetro según el método descrito 
por Nielsen y Owman (1971). Uno de los alambres se encuentra fijo, unido a la pared del 
baño, y el otro, que se desplaza paralelamente al anterior, está unido a un transductor de 
fuerza isométrica (Pioden UF-1, LCD Systems). El transductor, a su vez, está conectado a un 
amplificador y a un sistema de adquisición de datos PowerLab 8/35 (ADInstruments). Este 
sistema permite registrar los cambios de tensión producidos en la pared arterial. El análisis 
de los registros obtenidos se realizó con ayuda del software LabChart 7.0 Pro 
(ADInstruments). El baño de órganos donde se colocaron los segmentos arteriales 
contenía una solución KH a temperatura constante (37ºC) y burbujeada durante todo el 
tiempo que duró el experimento con una mezcla de gases (95% O2 y 5% CO2), 
manteniéndose a pH fisiológico entre 7,3 y 7,4. 
Se sometió a los segmentos de aorta a una tensión de 1,5 g, que se fue reajustando 
durante 45 minutos hasta su estabilización. Una vez estabilizados los segmentos arteriales, 
se incubaron con una solución de KCl 75 mM hasta que se alcanzó la contracción máxima. 
El valor obtenido representó el 100% de la contracción de cada segmento. A fin de 
asegurar que el agente vasoconstrictor se había retirado de la preparación, se realizaron 
tres lavados con la solución KH. Una vez que los segmentos se estabilizaron de nuevo, se 
procedió a realizar las distintas curvas concentración-respuesta. Al igual que antes, 
después de cada curva se lavaron 3 veces los segmentos con la solución de KH y se dejó un 
tiempo de estabilización de 30 minutos para asegurar que el efecto observado en la nueva 
curva no se debía a los agentes utilizados previamente.  
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Los resultados de contracción se expresaron como porcentaje de contracción respecto 
al efecto contráctil máximo obtenido con KCl 75 mM y los de relajación se expresaron 
como porcentaje de relajación respecto a la contracción obtenida con noradrenalina (NA) 
10-7 M. 
5.1.1 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD RELAJANTE DEPENDIENTE DE ENDOTELIO  
Se realizó una curva dosis-respuesta a acetilcolina (ACh 10-9 M-ACh 10-4 M) en los 
segmentos previamente contraídos con NA 10-7 M. Para determinar la contribución del NO 
en la relajación dependiente de endotelio se realizaron curvas a ACh, en presencia de NG-
nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 10-4 M), inhibidor no selectivo de la NOS. Para 
determinar la contribución de los prostanoides, se realizó una incubación con 
indometacina (indo, 3x10-6 M), inhibidor de la COX. Las incubaciones con los inhibidores se 
hicieron 20 minutos antes de realizar la curva dosis-respuesta a ACh. 
5.1.2 DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD RELAJANTE INDEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
Se realizó una curva dosis-respuesta a nitroprusiato sódico (NPS 10-12-10-5 M) en los 
segmentos previamente contraídos con NA 10-7 M. 
5.1.3 PREPARACIÓN DE FÁRMACOS UTILIZADOS EN LOS ESTUDIOS DE FUNCIÓN 
VASCULAR 
La ACh y el L-NAME (Sigma Aldrich) se prepararon en una solución de NaCl al 0,9%; el 
KCl (Sigma Aldrich); la indometacina (indo; Sigma Aldrich) se disolvió en una solución de 
bicarbonato sódico al 5%; el NPS y la NA (Sigma Aldrich) se prepararon en una solución de 
salino-ascórbico (0,9% NaCl y 0,01% ácido ascórbico). Se preparó una solución madre para 
cada uno de ellos que se conservó en alícuotas a -20°C hasta su utilización. A partir de 
ellas, se prepararon las soluciones necesarias para cada experimento. 
 
5.2 ESTUDIO DE MICROSCOPÍA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA 
5.2.1 DETERMINACIÓN DE LA BIODISPONIBILIDAD DE ANIÓN SUPERÓXIDO MEDIANTE 
MICROSCOPÍA CONFOCAL EN AORTA TORÁCICA 
Los segmentos arteriales de aorta torácica se estabilizaron durante 15 minutos en una 
solución KH a 37ºC, constantemente burbujeada con carbógeno (95 % O2 y un 5 % CO2). 
Trascurrido este tiempo se añadió dihidroetidio (DHE, 3x10-6 M) y se incubó durante 30 
minutos en oscuridad para evitar la pérdida de fluorescencia de la molécula. El DHE en 
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presencia de O2.- se oxida formando bromuro de etidio, que es capaz de intercalarse en el ADN 
formando un complejo que emite fluorescencia roja (longitud de onda de excitación 490 nm y 
de emisión 610 nm) tras excitarse. La intensidad de la fluorescencia que se observa es 
directamente proporcional a la cantidad de O2.- disponible en la muestra. 
Tras la incubación, se lavaron los segmentos arteriales dos veces en una placa de 48 pocillos 
durante 15 minutos, se fijaron en una solución de paraformaldehido (PFA) al 4% para 
mantener la estructura del vaso y se guardaron a 4ºC en oscuridad hasta su montaje para el 
estudio de microscopía confocal. 
Con ayuda de una lente binocular (Leica GZ4) se realizaron cortes verticales de 0,5 mm de 
los segmentos arteriales previamente fijados. Los anillos así obtenidos se colocaron en una 
placa de 96 pocillos y se procedió a la tinción de los núcleos de las células del vaso 
mediante la incubación con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:500; Molecular Probes) 
durante 15 minutos. El DAPI es un compuesto capaz de unirse a las regiones Adenina-
Timina del ADN de las células produciendo la emisión de una fluorescencia azul (longitud 
de onda de excitación 405 nm y de emisión 410-475 nm). Tras la incubación se realizaron 
dos lavados de 10 minutos en tampón fosfato salino (PBS). Una vez teñidos los núcleos 
celulares, los anillos se colocaron en pocillos de silicona. Como medio de montaje se utilizó 
Citifluor AF-2 (Citifluour LTD) para evitar la pérdida de la fluorescencia al contacto con la 
luz. Las muestras se guardaron montadas a 4ºC y en oscuridad hasta su visualización en un 
microscopio confocal (Leica modelo TCS SP2) acoplado a un microscopio invertido con fuentes 
de láser de argón y de helio-neón. 
6 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MARCADORES 
DE MATRIZ EXTRACELULAR  
Se determinó mediante ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas o ELISA la 
concentración de distintos marcadores de síntesis o degradación de MEC, como el colágeno 
tipo IV (Collagen IV ELISA Kit, Echelon) en plasma, como indicador de la degradación de dicha 
molécula en tejido; la concentración de propéptido C-terminal de procolágeno I (PICP; PICP 
ELISA Kit, USCN) como indicador de la síntesis de colágeno; la concentración de desmosina 
(Human Desmosine ELISA kit, Cusabio) que es un metabolito de la degradación de elastina y la 
concentración de heparanasa, enzima encargada de la hidrólisis de los residuos de heparán 
sulfato (Heparanase ELISA Kit, USCN). 
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Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos previamente tapizados con un anticuerpo 
monoclonal específico para cada una de las proteínas a determinar, al que se unió la proteína 
estudiada  presente en las muestras. Las muestras se diluyeron siguiendo las instrucciones del 
fabricante y se incubaron a 37ºC para favorecer la unión anticuerpo/proteína. A fin de retirar 
la muestra no unida al anticuerpo se lavaron los pocillos. Posteriormente se añadió la solución 
que contenía un anticuerpo policlonal específico para la proteína de estudio unido a la enzima 
y se incubó de nuevo durante 1 hora, a 37ºC para favorecer la unión. Se lavaron los pocillos 
para retirar el exceso de reactivo y se añadió la solución que contenía el sustrato de dicha 
enzima, de esta manera, se produjo un metabolito coloreado, cuya absorbancia se midió a 450 
nm (ELx808; Bio-Tek). La absorbancia así medida es proporcional a la concentración de la 
proteína de estudio en la muestra problema.  
La concentración de la proteína de estudio presente en las muestras se determinó 
utilizando la absorbancia de la curva patrón de cada una de las proteínas estudiadas, de 
concentración conocida proporcionada en el kit.  
7 ESTUDIO DE LAS METALOPROTEASAS DE MATRIZ EXTRACELULAR  
7.1 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MMP2 Y MMP9 MEDIANTE ELISA 
La concentración de MMP2 y MMP9 total en plasma de pacientes se determinó mediante 
un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas o ELISA utilizando un kit comercial 
(Quantikine® ELISA, R&D Systems). 
El ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos previamente tapizados con un anticuerpo 
monoclonal anti-MMP2 o anti-MMP9 al que se unió la MMP correspondiente contenida en las 
muestras. Las muestras se diluyeron siguiendo las instrucciones del fabricante y se incubaron 
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación (Agitador horizontal 3005, GFL). La 
muestra no unida al anticuerpo se retiró mediante 4 lavados. Se añadió el anticuerpo 
policlonal específico para la MMP2 o MMP9 unido a su vez a una enzima y se repitió la 
incubación en las mismas condiciones. Se realizaron cuatro lavados para retirar el exceso de 
reactivo y se añadió la solución que contenía el sustrato de dicha enzima, de esta manera, se 
generó un metabolito coloreado de forma proporcional a la concentración de MMP2 y MMP9 
contenido en la muestra, cuya absorbancia se midió a 450 nm (ELx808; Bio-Tek). La 
concentración de MMP2 y de MMP9 presente en las muestras se determinó utilizando la 
absorbancia de la curva patrón concentración conocida (0,5ng/mL-32ng/mL para MMP2 y  
0,313 ng/mL-20 ng/mL para MMP9)  proporcionada en el kit. 
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7.2 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE MMP2 ACTIVA Y DE MMP9 
ACTIVA MEDIANTE INMUNOENSAYO 
La determinación de la concentración de MMP2 y MMP9 activas en las muestras de plasma 
de pacientes se realizó utilizando un kit comercial (QuickZyme Human MMP2/9 activity assay, 
QuickZyme Biosciences). Como se muestra en la figura 16, este ensayo se basa en la unión de 
la metaloproteasa contenida en la muestra específicamente a un anticuerpo anti-MMP2/9. A 
este complejo se añade un sustrato peptídico que es susceptible de sufrir proteólisis por la 
acción de la metaloproteasa, siempre y cuando ésta esté activa. Esta proteólisis dará lugar a un 
producto coloreado de forma proporcional a la cantidad de MMP activa en la muestra. La 
diferencia con un ELISA convencional radica en que en este caso, es la propia MMP la que 
mediante su actividad proteolítica es capaz de generar un producto coloreado. 
 
 
 
Figura 16. Esquema representativo del inmunoensayo para la determinación de actividad de MMP (QuickZyme 
activity assay; QuickZyme Bioscience). 
 
El ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos tapizados con un anticuerpo específico anti-
MMP9 o anti-MMP2. La muestra de plasma se diluyó siguiendo las instrucciones del kit (1:30 
para MMP9 y 1:70 para MMP2) y se añadió a la placa. Se realizó una incubación de 12 horas a 
una temperatura comprendida entre 2-8ºC. Transcurrido este tiempo se realizaron 4 lavados 
para eliminar la muestra no unida al anticuerpo y se añadió la solución que contenía el 
sustrato de la MMP y en el caso de la MMP9 se realizó una incubación de 90 minutos, a 37ºC. 
Se realizó una lectura de las placas a 405nm (ELx808; Bio-Tek), esta lectura se toma como 
tiempo=0 para realizar los posteriores cálculos. Seguidamente se incubó la placa a 37ºC para 
favorecer la actividad de las proteasas durante 24 horas, tras este tiempo se realizó la lectura 
de la placa para obtener el valor de albsorbancia en las mismas condiciones que la vez 
anterior. 
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El valor de absorbancia obtenido en los distintos tiempos se restó al valor en tiempo=0 y la 
concentración de proteína activa en la muestra se obtuvo a partir de una curva patrón de 
MMP2 o MMP9 de concentración conocida (0,008; 0,016; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 ng/mL) 
proporcionada en el kit. 
 
7.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMP2 Y MMP9 
MEDIANTE ZIMOGRAFÍA EN GEL DE POLIACRILAMIDA 
Este ensayo se realizó en muestras de plasma tanto de pacientes como de ratas y en 
homogenizado de riñón de rata. El riñón de los animales se homogenizó en un tampón de 
homogenización (Tris-HCl 50mM, pH 7.4; NaCl 150mM, Nonidet 1%, inhibidor de proteasas 1% 
(Sigma-Aldrich, España). 
La zimografía en gel es una técnica utilizada para el análisis de la actividad de las MMPs. Se 
basa en la separación en geles de poliacrilamida, de las proteínas contenidas en una muestra a 
través de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) pero no 
reductoras (a las muestras no se les añade β-mercaptoetanol). El gel de electroforesis en el 
que se realiza la separación de las proteínas contiene el sustrato de las metaloproteasas que 
en el caso tanto de la MMP9, como de la MMP2, es gelatina. Las proteínas presentes en las 
muestras, tanto de plasma como de riñón, se separaron mediante electroforesis utilizando un 
sistema Mini Protean Tetra System (Bio-Rad). Se igualó la concentración de proteínas 
presentes en las muestras y tras la adición del reactivo laemmli (BioRad) en una proporción 1:1 
se incubaron durante 15 minutos, a 37ºC. Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida 
al 10% [H2O (7,9 mL); gelatina (0,1%); acrilamida/bisacrilamida al 30% (6,6 mL); 1,5M Tris-HCl, 
pH=8,8 (5 mL); SDS al 20% (200 μL); persulfato amónico al 10% (200 μL), TEMED (N,N,N′,N′-
Tetrametiltilenodiamina; 10 μL)]. Como marcador de peso molecular se utilizó Precision Plus 
ProteinTM, All Blue Standard (BIO-RAD). La electroforesis se realizó a 150 V durante 120 
minutos a temperatura ambiente y en tampón de electroforesis (0,2 M glicina; 0,1 M Tris y 1% 
SDS; pH=8,3).  
 Posteriormente los geles se lavaron dos veces con agua destilada durante 15 minutos cada 
vez y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en tampón de activación 
enzimática (Tris 50 mM; CaCl2 6 mM; pH=7,4) con un detergente no iónico como el Tritón 
(Tritón X-100; Sigma) para eliminar el SDS y renaturalizar a las gelatinasas, para favorecer su 
actividad. Transcurrido este tiempo los geles se volvieron a incubar en el tampón de activación 
(sin tritón) durante 24 horas, a 37ºC para favorecer que las MMPs degraden la gelatina 
contenida en el gel. Al día siguiente, los geles se tiñeron con azul Coomassie R-250 (Bio-Rad).  
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Posteriormente se procedió al desteñido de los mismos por inmersión en un tampón de 
desteñido (metanol 40% y ácido acético 10%). Se realizaron dos desteñidos de 1 minuto cada 
uno. Esto permite la aparición de unas bandas claras en contraste con el azul del gel, 
correspondientes a la gelatina degradada, que indica la actividad gelatinasa de las MMPs, de 
tal manera que cuanto mayor sea la banda generada, mayor será la actividad gelatinasa de la 
MMP en la muestra. Al realizar el desteñido se pueden observar las bandas correspondientes a 
los distintos estados de activación de las MMPs. Se puede observar la actividad tanto de 
MMP2 activa (62 KDa) y de la proenzima pro-MMP2 (72 KDa), como de la MMP9 en su forma 
activa (82 KDa), glicosilada (85 KDa) y de la proenzima pro-MMP9 (92KDa). La MMP se 
mantiene inactiva gracias a que el propéptido de su forma de zimógeno bloquea su centro 
activo mediante la formación de un puente de cisteína con el átomo de Zn2+ del centro activo. 
El SDS utilizado durante la electroforesis es capaz de romper este puente de cisteína, dejando 
al descubierto el centro activo y permitiendo así su activación, pero no es capaz de escindir 
completamente el propéptido de la proteasa, por lo tanto la MMP conserva el peso molecular 
de su forma inactiva (Springman y cols., 1990). Los geles se dejaron en una solución de stop 
(10% ácido acético) hasta el análisis de las bandas obtenidas por densitometría, utilizando el 
software de análisis de imagen ImageJ. 
7.4 ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS TIMP1, pro-MMP9, MMP9 Y NOX5 
MEDIANTE WESTERN BLOT 
La expresión de TIMP1 (29 KDa) en plasma de pacientes y la expresión de pro-MMP9 (92 
KDa), MMP9 (82KDa) y NOX5 (86 KDa) contenidas en las micropartículas extraídas de plasma 
de pacientes (ver sección 10.4) se determinaron mediante Western Blot. 
Las proteínas presentes en las muestras se separaron mediante electroforesis de la misma 
forma que en la técnica de zimografía, utilizando un sistema Mini Protean Tetra System (Bio-
Rad). Una vez igualada la concentración de proteínas de las muestras, se añadió a cada una de 
las muestras una mezcla de reactivo de laemmli con β-mercaptoetanol (Sigma) y se hirvieron 
en un baño a 90°C, durante 5 min. Se cargaron en un gel con un porcentaje de acrilamida 
distinto en función del peso molecular de la proteína a detectar. Para TIMP1 se utilizó al 12% 
[H2O (6,5 ml); acrilamida/bisacrilamida al 30% (8 mL); 1,5M Tris-HCl pH=8,8 (5 mL); SDS al 20% 
(200 μL); persulfato amónico al 10% (200 μL), TEMED (N,N,N′,N′-tetrametiltilendiamina; 10 
μL)]. Para MMP9, pro-MMP9 y NOX5, se utilizó el gel de acrilamida al 10% [H2O (7,9 mL); 
acrilamida/bisacrilamida al 30% (6,6 mL); 1,5M Tris-HCl, pH=8,8 (5 mL); SDS al 20% (200 μL); 
persulfato amónico al 10% (200 μL), TEMED (N,N,N′,N′- Tetrametiltilendiamina; 10 μL)]. Como 
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marcador de peso molecular se utilizó Precision Plus ProteinTM, All Blue Standard (BIO-RAD). 
En el caso de la determinación de NOX5 se utilizó un homogenizado de riñón humano como 
control positivo y como control negativo un homogenizado de riñón de rata, donde no se 
expresa NOX5. 
La electroforesis se realizó en condiciones reductoras y desnaturalizantes a 150 V, durante 
120 min, a temperatura ambiente y en un tampón de electroforesis (0,2 M glicina; 0,1 M Tris y 
1% SDS; pH=8,3). A continuación, se llevó a cabo la transferencia de las proteínas del gel a una 
membrana de polifluoruro de vinilideno con un tamaño de poro de 0,45 µm, a través de la 
preparación de un sándwich de transferencia, a 200 miliAmperios, durante 90 minutos (Mini 
Trans-Blot®cell, Bio-Rad) en buffer de transferencia [20% metanol, 20% tampón húmedo (125 
mM Tris; 0,96 M Glicina)] a 4ºC.  
Una vez realizada la transferencia, y con el fin de evitar uniones inespecíficas, se incubaron 
las membranas durante 1 hora en agitación con una solución de bloqueo [5% leche en polvo 
desnatada en TBS-T (1 M Tris; 3 M NaCl; 0,1% Tween 20; pH=7.4)]. Posteriormente, se 
incubaron las membranas a 4°C con el anticuerpo primario específico para cada proteína. 
Como anticuerpo primario contra TIMP1 se utilizó un anticuerpo policlonal de conejo (1:500, 
Thermo Scientific, EE.UU.). Como anticuerpo primario contra MMP9 y pro-MMP9 se utilizó un 
anticuerpo policlonal (1:1000, Abcam). Y como anticuerpo primario contra NOX 5, se utilizó un 
anticuerpo policlonal (1:1000, Sigma-Aldrich) preparados todos en la solución de bloqueo. 
Al día siguiente, se lavaron las membranas durante 15 minutos en TBS-T (Tris-buffered 
saline con Tween 20) y se incubaron durante 90 minutos, a temperatura ambiente y en 
agitación con el anticuerpo secundario. Para todas las proteínas se utilizó un anticuerpo (IgG) 
anti-conejo marcado con peroxidasa (1:2000, Santa Cruz Biotechnology) preparado en TBS-T. 
Seguidamente, se lavaron de nuevo las membranas 5 veces (un lavado de 15 minutos y 4 
lavados de 5 minutos cada uno) con TBS-T, para eliminar los restos del anticuerpo secundario. 
La detección de las distintas proteínas se realizó por quimioluminiscencia, mediante la adición 
del sustrato de la peroxidasa (ECL Prime Western Blot detection reagent, Amersham 
Bioscience, Reino Unido) y posterior exposición a una película de revelado (Amersham 
Hyperfilm ECL, Amersham Bioscience, Reino Unido) durante el tiempo requerido por cada 
proteína. 
La cuantificación se realizó mediante densitometría óptica de las bandas correspondientes 
a la proteína de estudio mediante el programa informático ImageJ. Para realizar un control de 
carga, se realizó una tinción con Ponceau S. (ácido 3-hidroxi-4-[2-sulfo-4-(4-sulfofenilazo)-
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fenilazo]-2,7-naftalendisulfónico), este reactivo se une tanto a los grupos amino cargados 
positivamente como de forma no covalente a las regiones no polares de las proteínas, 
tiñéndolas de color rojo. Las membranas se tiñeron con Ponceau S (Panreac) al 0,1 % en una 
solución al 5% de ácido acético. La tinción se llevó a cabo durante 5 minutos, trascurridos los 
cuales se realizaron dos lavados con agua destilada, de 5 minutos cada uno, para retirar el 
exceso de reactivo. Los resultados se expresaron como porcentaje respecto al grupo control de 
pacientes normoalbuminúricos.  
8 ESTUDIO DE PARÁMETROS DE ESTRÉS OXIDATIVO EN MODELOS 
EXPERIMENTALES Y EN PACIENTES 
8.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN RIÑÓN 
La actividad de la NADPH oxidasa se determinó en riñón de rata por la quimioluminiscencia 
producida por la lucigenina en presencia de NADPH (Guzik y Chanon, 2005). Para ello, se 
homogenizaron los riñones en tampón Hepes (100mM NaCl; 4,7mM KCl; 2mM CaCl2; 25mM 
NaHCO3; 1mM KH2PO4; 1,2mM MgSO4; 20mM Hepes; 11mM glucosa; pH=7,4). Una vez 
obtenidas las muestras, se prepararon inmediatamente los tubos del luminómetro con 1 mL de 
tampón Hepes y los sustratos necesarios: lucigenina (0,5 Mm; Sigma-Aldrich) y NADPH (30 
mM, Sigma-Aldrich). Éstos se mantuvieron en hielo hasta el momento de llevar a cabo la 
reacción. El ensayo se realizó siguiendo el siguiente esquema: 
Tabla 6. Esquema seguido para realizar el ensayo de detección de la actividad de NADPH oxidasa en riñón 
 
La actividad NADPH oxidasa se evaluó determinando la emisión de luz de los 
homogenizados de riñón en presencia de lucigenina y de NADPH en un luminómetro (Berthold 
detection system SIRIUS) a temperatura ambiente. Se midió la emisión de luz (en cuantos o 
fotones) durante 5 min, realizando medidas cada 30 segundos. La actividad de la NADPH 
oxidasa se calculó mediante la siguiente fórmula: 
Actividad NADPH oxidasa = [(cuantos estimulados - blanco) - (cuantos basales - blanco)] / mg 
de proteína.  
 tampón Hepes NADPH lucigenina muestra 
Blanco 1 mL --- 1 µL --- 
Cuantos basales con riñón 1 mL --- 1 µL 10 µL 
Cuantos estimulados con riñón 1 mL 10 µL 1 µL 10 µL 
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8.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SOD TOTAL EN RIÑÓN 
La actividad SOD total se determinó en un homogenizado de riñón de rata. Los riñones se 
homogenizaron en un tampón fosfato potásico 50 mM (pH=7,4) e inmediatamente se 
determinó la actividad de la SOD. El ensayo se basa en la capacidad de la SOD para inhibir la 
reacción de reducción del citocromo c oxidado por el O2.- (figura 17). Como fuente de O2.- se 
utiliza la descomposición catalítica de la xantina por parte de la xantina oxidasa (Kuthan y cols., 
1986). 
 
 
 
 
Figura 17: Fundamento del ensayo de determinación de la actividad de la superóxido dismutasa (SOD). 
El citocromo c reducido es un producto coloreado cuya absorbancia puede determinarse a 
546 nm. En el ensayo se tomaron 50 μl del sobrenadante de cada una de las muestras, a los 
que se añadió 1 mL de tampón fosfato potásico (0,05 M; pH=7,8) con EDTA (0,1 mM). 
Posteriormente, se añadieron 250 μl de xantina (0,5 Mm; Sigma-Aldrich) y 50 μL de citocromo 
c (0,1 mM; Sigma-Aldrich). La reacción comienza tras la adición de la xantina oxidasa (0,5 
U/mL; Sigma-Aldrich), momento a partir del cual se monitoriza la reacción durante 1 minuto en 
un espectrofotómetro (Beckman DU 640). Los resultados se expresaron en función de la 
cantidad de proteína de cada muestra. 
8.3 DETERMINACIÓN DE LA OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS PLASMÁTICAS 
La formación de grupos carbonilos en los aminoácidos que forman las proteínas se 
considera un marcador de oxidación. La concentración de carbonilos unidos a proteína se 
puede determinar gracias a la reacción que se produce entre los carbonilos con el compuesto 
2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) para dar la correspondiente hidrazona (figura 18). De esta 
manera, se forma un producto de color amarillo, que puede cuantificarse por 
espectrofotometría a 370 nm. 
 
SOD 
xantina oxidasa 
Xantina Ácido úrico + O2.- 
O2.- + Citocromo c 
oxidado 
Citocromo c reducido 
(compuesto coloreado) X 
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Figura 18. Esquema de la reacción entre el grupo carbonilo unido a una proteína y el compuesto DNPH para dar 
como producto la correspondiente hidrazona de color amarillo. Imagen modificada de Hawkins y cols., 2009.  
Para realizar el ensayo se incubaron 25 µL de muestra de plasma de pacientes en el cual se 
había igualado previamente la concentración de proteínas, con 25 µL de DNPH (10 mM) en 
tubos eppendorf, durante 15 minutos. Posteriormente, se añadieron 50 µL de TCA (ácido 
tricloroacéico; 20 % p/v) y se incubó durante 30 minutos, a 4ºC. Transcurrido este tiempo, se 
realizó una centrifugación a 12000 rpm, durante 30 minutos, a 4ºC. Tras descartar el 
sobrenadante, se lavó el precipitado con 200 µL de una mezcla etanol/etilacetato (1:1 v/v) y se 
volvió a centrifugar en las mismas condiciones que la vez anterior. Posteriormente se 
añadieron al precipitado 50 µL de una solución de guanidina-HCl (6 M) y se incubó a 
temperatura ambiente durante 45 minutos para favorecer la solubilización del precipitado. 
Una vez transcurrido este tiempo, se transfirió todo el volumen a una placa de 96 pocillos y se 
determinó la absorbancia a 370 mm (ELx808; Bio-Tek). La concentración de carbonilos en la 
muestra se determinó gracias al coeficiente de extinción molar del DNPH ( =22000/M/cm) 
utilizando la siguiente fórmula: 
[Carbonilos] = Absorbancia*106/Σ*H 
Donde H es el valor de la altura que ocupa el volumen final del ensayo en el correspondiente 
pocillo de la placa donde se determinará la absorbancia. 
8.4 DETERMINACIÓN DE LA OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS PLASMÁTICAS POR 
WESTERN BLOT 
Para determinar la oxidación de las proteínas plasmáticas de pacientes, se realizó la 
derivatización de las muestras de plasma de los pacientes con DNPH como se indica en la 
sección anterior. De esta manera, utilizando un anticuerpo contra DNPH se pueden detectar 
las proteínas oxidadas mediante Western Blot (Hawkins y cols., 2009). Seguidamente, se 
añadió una mezcla de laemmli con β-mercaptoetanol en una proporción 1:1, y se hirvieron las 
muestras durante 5 minutos, a 95ºC, para desnaturalizar las proteínas. 
Las muestras así tratadas se cargaron en geles de acrilamida al 12% siguiendo el 
procedimiento explicado en la sección 7.4. Como anticuerpo primario se utilizó el anticuerpo 
policlonal de conejo contra DNP (1:1000, Thermo Scientific) y como anticuerpo secundario un 
anticuerpo (IgG) anti-conejo marcado con la enzima peroxidasa (1:2000, Santa Cruz 
Biotechnology). Los resultados se expresaron como porcentaje respecto al grupo control de 
pacientes normoalbuminúricos. 
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8.5 DETERMINACIÓN DEL TIMP1 OXIDADO MEDIANTE INMUNOPRECIPITACIÓN 
Para determinar la oxidación del inhibidor de la MMP9, TIMP1, en plasma de pacientes, se 
realizó la inmunoprecipitación del mismo seguida de una derivatización del inhibidor con 
DNPH (Sigma-Aldrich). 
 La técnica de inmunoprecipitación consiste en la separación de la proteína de interés de 
una mezcla que contenga otras muchas proteínas. Para ello se realiza la incubación de la 
muestra con un anticuerpo específico para la proteína de estudio, junto con una fase sólida 
formada por proteína A (procedente de Staphylococcus aureus) y proteína G (procedente de 
Escherichia coli) inmovilizadas en perlas de sefarosa. Tanto la proteína A como la G tienen gran 
afinidad por la región Fc del anticuerpo, y por lo tanto se unirán al complejo anticuerpo-
proteína. De esta manera, mediante centrifugación se puede separar la proteína de estudio del 
resto de proteínas de la muestra. 
Para eliminar las uniones proteicas inespecíficas, se realizó un prelavado añadiendo en 
exceso proteína A y proteína G inmovilizadas en las perlas de sefarosa a 1 mg de proteína total 
de cada muestra. Tras la centrifugación y el descarte del precipitado, se añadió al 
sobrenadante el anticuerpo específico para la proteína TIMP1 y de nuevo exceso de proteína A 
y proteína G. Se incubó durante 24 horas, a 4ºC y en agitación para favorecer la unión. Al día 
siguiente se centrifugó y se descartó el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados con una solución 
de Tris (10 mM, pH=7,4) a la que se añadieron inhibidores de proteasas (1µL/mL leupeptina, 
1µL/mL aprotinina y 0,5µL/mL N-α-p-tosil-l-lisina en clorometilcetona). Tras el último lavado, 
se derivatizó la muestra mediante una incubación de 15 minutos, con 20 µM DNPH. 
Posteriormente se centrifugó, se descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 
reactivo de laemmli (Biorad). Seguidamente, se hirvió durante 5 minutos, a 95ºC, para separar 
las perlas de sefarosa de la proteína de estudio.  
Las muestras así tratadas se cargaron en geles de acrilamida al 12%. Como anticuerpo 
primario se utilizó un anticuerpo policlonal de conejo contra DNP (1:1000, Thermo Scientific) y 
como anticuerpo secundario un anticuerpo (IgG) anti-conejo marcado con la enzima 
peroxidasa (1:2000, Santa Cruz Biotechnology). Para realizar el control de carga se incubó la 
membrana con el anticuerpo contra TIMP1 (ver sección 7.4 del material y métodos). La 
cuantificación se llevó a cabo estableciendo la relación entre DNP/TIMP1. Los resultados se 
expresaron como porcentaje respecto al grupo control de pacientes normoalbuminúricos. 
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9 ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN PROTEICA MMP9/TIMP1 UTILIZANDO 
LA TECNOLOGÍA Alpha-LISA 
9.1 FUNDAMENTO DE LA TÉCNICA 
La tecnología Alpha-LISA, desarrollada por PerkinElmer®, permite el estudio de 
interacciones entre moléculas en placa de 96 pocillos. Este ensayo permite el estudio de la 
interacción de una gran variedad de parejas moleculares, por ejemplo, proteína/proteína, 
proteína/ADN, proteína/RNA, proteína/carbohidrato, etc. Además, al no requerir pasos 
intermedios de lavado, permite medir interacciones en muestras en las que las moléculas de 
estudio se hallen a bajas concentraciones (Beaudet y cols., 2008). 
En el caso de la detección de interacciones proteína/proteína, una de las proteínas se une a 
una microperla donadora, y la otra a una microperla aceptora. Si existe interacción entre las 
dos proteínas, la excitación de la microperla donadora producirá a su vez la excitación de la 
microperla aceptora y la emisión por parte de esta última, de una señal detectable por un 
luminómetro que será directamente proporcional a la interacción existente en la muestra. 
Las microperlas donadoras están tapizadas con una molécula llamada ftalocianina, que 
cuando se excita con una longitud de onda de 680 nm es capaz de convertir el oxígeno 
molecular (O2) en oxígeno singlete (1O2). Éste difunde a una distancia máxima de 200 nm en 
solución, si la microperla aceptora (cuyo fluoroforo es europio) unida a la segunda molécula se 
encuentra dentro de esa distancia, es decir, si existe interacción entre las moléculas de 
estudio, se excitará y producirá una emisión a una longitud de onda de 615 nm.  
9.2 PROTOCOLO Y VALIDACIÓN DEL ENSAYO 
9.2.1 CONJUGACIÓN DE LAS MICROPERLAS ACEPTORAS  
Las microperlas aceptoras se conjugaron con el anticuerpo contra MMP9 (Fisher Scientific), 
para ello se realizó una incubación de las microperlas durante 24 horas con el anticuerpo 
contra MMP9 en un tampón de conjugación (10% Tween-20, NaBH3CN 400 mM, Hepes 100 
mM; pH=7,4) a 37ºC y en agitación. Al día siguiente se incubó durante 1 hora, a 37ºC, con una 
solución de carboximetoxilamina (Sigma-Aldrich) en NaOH (800mM) para bloquear los 
espacios de las microperlas aceptoras que quedaron libres. Seguidamente, se realizaron 3 
lavados con Tris-HCl (100 mM, pH=8), entre los cuales se sonicó la solución para evitar la 
aglomeración de las microperlas entre sí. Después de cada sonicación se centrifugó a 16000 g, 
durante 15 minutos, a 4ºC. Tras la última centrifugación se resuspendió el precipitado en una 
solución de almacenamiento (PBS, 0,05% Proclin-300) y se guardó a 4ºC hasta su uso. 
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9.2.2 INTERACCIÓN DE LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES 
La validación del ensayo de alpha-LISA para determinar la interacción entre MMP9 y su 
inhibidor TIMP1 se llevó a cabo utilizando proteínas recombinantes humanas (TIMP1, Sigma-
Aldrich; MMP9, Life Technologies). Se utilizaron concentraciones crecientes de ambas 
proteínas desde 0 hasta 20 µg/mL que se cargaron en una placa opaca de 96 pocillos de la 
siguiente manera (tabla 7) 
 
Tabla 7. Esquema de la titulación MMP9/TIMP1 para la puesta a punto del ensayo. 
 
Se añadieron 5µL de cada una de las diluciones de las proteínas recombinantes MMP9 y 
TIMP1 y se incubó durante una hora a temperatura ambiente para permitir la interacción 
entre las dos proteínas. Transcurrido este tiempo se añadieron a cada pocillo 10 µL de las 
microperlas aceptoras unidas al anticuerpo contra MMP9 (10 µg/mL) y 10 µL de anticuerpo 
biotinilado contra TIMP1 (3 nM; ThermoScientific) y se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente para favorecer la unión de cada proteína a su anticuerpo específico. Posteriormente, 
se añadieron 20 µL de microperlas donadoras tapizadas de estreptavidina (40 µg/mL), este 
recubrimiento permite la unión del anticuerpo biotinilado a la microperla donadora. Se incubó 
durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Una vez transcurrido ese tiempo, 
se determinó la intensidad de la señal de emisión a 615 nm (lector de placas EnSpire®). 
 
 
 
 
0 µg/mL TIMP 
0 µg/mL MMP 
0 µg/mL TIMP 
0,3 µg/mL MMP 
0 µg/mL TIMP 
1 µg/mL MMP 
0 µg/mL TIMP 
3 µg/mL MMP 
0 µg/mL TIMP 
10 µg/mL MMP 
0 µg/mL TIMP 
20 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
0 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
0,3 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
1 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
3 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
10 µg/mL MMP 
0,3 µg/mL TIMP 
20 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
0 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
0,3 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
1 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
3 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
10 µg/mL MMP 
1 µg/mL TIMP 
20 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP  
0 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP  
0,3 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP 
1 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP  
3 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP  
10 µg/mL MMP 
3 µg/mL TIMP  
20 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP 
 0 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP  
0,3 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP  
1 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP  
3 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP  
10 µg/mL MMP 
10 µg/mL TIMP  
20 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP  
0 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP 
0,3 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP  
1 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP  
3 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP  
10 µg/mL MMP 
20 µg/mL TIMP  
20 µg/mL MMP 
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9.3 DETERMINACIÓN DE LA INTERACCIÓN MMP9/TIMP1 EN MUESTRAS DE 
PLASMA DE PACIENTES 
Para realizar el ensayo se diluyeron 5 µL de plasma en el cual, previamente se había 
igualado la concentración total de proteínas, con 5 µL de tampón alpha-LISA (2,5 mM HEPES 
pH= 7,4; NaCl 100 mM; 0,1% BSA; 0,05% Tween-20), y se siguió el protocolo descrito 
anteriormente. En el siguiente esquema se detalla el protocolo seguido para la puesta a punto 
y realización de este ensayo (figura 19). 
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Figura 19. Esquema explicativo del protocolo para la determinación de la interacción entre dos proteínas mediante 
la técnica de AlphaLISA. 
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10 ESTUDIO DE MICROPARTÍCULAS CONTENIDAS EN EL PLASMA DE 
PACIENTES POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
10.1  FUNDAMENTO DE LA TÉCNICA 
La citometría de flujo es una técnica de gran importancia tanto en la investigación básica 
como en la clínica. Permite la caracterización y cuantificación de poblaciones celulares en 
suspensión de manera individualizada, dando información de los distintos tipos celulares que  
componen la población y además permite el estudio de núcleos, cromosomas, mitocondrias y 
otras partículas subcelulares como cuerpos apoptóticos o micropartículas. 
El fundamento de esta técnica se basa en la canalización de un flujo de células o partículas 
subcelulares, de una en una a través de una cánula. Sobre cada una de las células impacta un 
haz de luz generada por un láser, como resultado de este impacto se obtiene información 
sobre el tamaño y la complejidad de las células analizadas para poder así diferenciar distintas 
poblaciones y subpoblaciones, dentro de una población de células con el mismo tamaño. 
Además, la citometría de flujo permite identificar distintos tipos celulares mediante el marcaje 
de los antígenos presentes en la superficie celular, con anticuerpos conjugados con moléculas 
fluorescentes. El citómetro es capaz de detectar y analizar la fluorescencia emitida por las 
células marcadas. La fluorescencia se recoge por el detector correspondiente a su longitud de 
onda y se traduce en un pulso de voltaje, cuya intensidad es proporcional a la intensidad de 
fluorescencia de la célula y ésta a su vez a la cantidad de antígeno marcado presente en la 
misma (Barrera-Ramírez y cols., 2004).  
 10.2 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE MICROPARTÍCULAS  
Para proceder a la cuantificación del número de micropartículas contenidas en muestras de 
plasma de pacientes, se realizó una centrifugación del mismo a 4000 rpm, durante 20 minutos, 
a 4ºC, con el fin de eliminar plaquetas y cuerpos apoptóticos. Seguidamente se recogió el 
sobrenadante, donde se encuentran las micropartículas.  
Dado que las micropartículas son vesículas con un tamaño comprendido entre 0,1 y 1 µm, 
las soluciones utilizadas durante el desarrollo de estos experimentos se filtraron previamente a 
través de un filtro con un tamaño de poro de 0,1 µm para evitar falsos positivos. Como blanco 
se utilizó una solución de NaCl 0,9 %. Como referencia de tamaño se utilizaron microesferas de 
1 µm (ThermoFisher Scientific, Reino Unido), disueltas en una solución de NaCl al 0,9 %, de tal 
manera, que las posibles micropartículas formarían parte de los eventos detectados por 
debajo de esta población. 
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Para determinar los eventos de menos de 1 µm como micropartículas, se realizó un marcaje 
con anexina V. Para ello se incubaron 10 µL del sobrenadante obtenido del plasma como se 
indica anteriormente  con 2,5 µL de anexina-V Alexa 647 (BD Pharmingen). La anexina se unirá 
a los residuos de fosfatidilserina presentes en las membranas de las micropartículas. Se añadió 
1 µL de CaCl2 (0,5 M) a la muestra ya que se requiere la presencia de calcio para que se 
produzca la externalización de las moléculas de fosfatidilserina. Como control negativo se 
realizó el mismo marcaje con anexina V, pero en ausencia de calcio. 
La muestra se inyectó a flujo medio durante 1 minuto. Se analizó el número de 
micropartículas positivas para cada marcaje utilizando el software de análisis Summit 4.3. Para 
realizar la cuantificación se utilizó una solución de NaCl 0,9% que contenía una concentración 
conocida de microesferas de 3 µm (1x107microesferas en 1 mL; Rainbow calibration particles 
3-3,4µm; Biolegend). 
10.3 DETERMINACIÓN DE LA PROCEDENCIA DE LAS MICROPARTÍCULAS 
Cada tipo celular expresa en la membrana unos determinados anticuerpos de manera 
específica. Dado que las micropartículas se generan a partir de la membrana celular, 
comparten estos anticuerpos, por lo tanto, un marcaje de los mismos permitirá determinar el 
tipo celular del que proceden las micropartículas. 
Se estudió si las micropartículas plasmáticas procedían de CE utilizando un marcaje CD42 
negativo (CD42b-FITC, dilución 1:10; BD Pharmigen), CD31 positivo (CD31-APC-Cy7, dilución 
1:600; Biolegend) y de monocitos, utilizando un marcaje CD14 positivo (CD14-APC-Cy7, 1:50; 
BD Pharmigen). Como control negativo se utilizó la misma muestra de plasma de pacientes sin 
ningún tipo de marcaje.  
Para llevar a cabo el experimento, se utilizaron 10 µL de sobrenadante obtenido de la 
centrifugación del plasma como se indica en el punto anterior, al cual se añadió NaCl 0,9% 
previamente filtrado hasta obtener un volumen final de 100 µL. A este volumen se añadieron 
los anticuerpos marcados con un fluorocromo, para obtener la correspondiente dilución y se 
inyectó la muestra a flujo medio durante 1 minuto. Se analizó el número de micropartículas 
positivas para cada marcaje utilizando el software de análisis Summit 4.3.  
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10.4 AISLAMIENTO DE MICROPARTÍCULAS  
Para proceder al aislamiento de micropartículas en muestras de plasma se realizó una 
centrifugación en las mismas condiciones que para el estudio de citometría de flujo. 
Seguidamente se recogió el sobrenadante y se diluyó en PBS para aumentar la eficacia del 
aislamiento de las micropartículas al disminuir la viscosidad y la densidad del plasma. Para 
sedimentar las micropartículas se realizó otra centrifugación a 27000 rpm, durante 60 minutos, 
a 4ºC. Se descartó el sobrenadante que contenía exosomas, pequeñas vesículas y factores 
solubles. El sedimento, en el que se encuentran las micropartículas, se resuspendió en 50 µL 
de PBS. Se procedió a la cuantificación de proteínas totales (ver sección 4.3  del material y 
métodos) de las muestras que se guardaron a -80ºC hasta su utilización para estudios de 
Western Blot. 
11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los resultados obtenidos se expresaron como la media aritmética ± el error estándar de la 
media aritmética (E.S.) para las variables continuas, las variables categóricas se expresaron 
como porcentaje. Aquellas variables que no siguieron una distribución normal se normalizaron 
utilizando una transformación logarítmica y se expresan como la mediana ± el rango 
intercuartil. Las comparaciones de los resultados obtenidos entre grupos individuales se 
realizaron utilizando el test de la t de Student y el análisis de la varianza de una vía (1-ANOVA) 
o de dos vías (2-ANOVA) seguido del test de Newman-Keuls o de Bonferroni. Las correlaciones 
se estudiaron mediante el coeficiente de correlación de Pearson y su correspondiente p value. 
Se consideraron grupos significativamente distintos cuando p<0,05. Para el análisis estadístico 
se utilizó el programa informático GraphPad Prism 5. La respuesta máxima (EMax) se calculó 
mediante análisis de regresión no lineal de cada curva concentración-respuesta. El área bajo la 
curva (ABC) se calculó para cada curva de forma independiente.  
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1 CARACTERIZACIÓN DE LAS RATAS MWF COMO MODELO 
EXPERIMENTAL DE DESARROLLO ESPONTÁNEO DE ALBUMINURIA  
1.1 CARACTERIZACIÓN DEL MODELO ANIMAL 
Como se observa en la tabla, las ratas Munich Wistar Frömter (MWF) a las 12 semanas de 
edad no mostraron diferencias significativas en el peso corporal ni en el cociente peso del 
corazón/peso corporal y presentaron una presión arterial sistólica (PAS) similar a la de los 
controles Wistar Kyoto (WKY). Sin embargo, las ratas MWF, presentaron un aumento 
significativo de la excreción urinaria de albúmina (tabla 8; p<0,05), acompañado de una 
disminución significativa del cociente del peso de los riñones/peso corporal (tabla 8; p<0,05). 
Se observó además, una disminución significativa en la concentración plasmática de 25-
hidroxicolecalciferol en las ratas MWF en comparación con las ratas WKY (tabla 8; p<0,001). 
Tabla 8. Caracterización de los modelos animales WKY y MWF. Los resultados se expresan como la media ± E.S. n=4-
6 (*p<0,05; ***p<0,001 respecto al grupo control). 
Variable WKY MWF 
Peso corporal (g) 282,4±4,9 302,6±4,3 
Peso riñón/peso corporal (mg/g) 6,32±0,11 5,25±0,10* 
Peso corazón/peso corporal (mg/g) 2,65±0,08 2,56±0,08 
PAS  (mmHg) 139±5 146±1 
Excreción urinaria de albúmina (mg/24 h) 0,2±0,1 46,2±4,0* 
25-hidroxicolecalciferol (ng/mL) 22,11±1,53 10,58±1,38*** 
 
1.2 DETERMINACIÓN DE LA FUNCIÓN VASCULAR EN AORTA TORÁCICA 
Dado que la albuminuria se considera un marcador de daño endotelial a nivel renal que 
puede ser reflejo de un daño vascular generalizado (Segura y Ruilope, 2001), se estudió en este 
modelo animal la función vascular en aorta torácica aislada. 
 
1.2.1 DETERMINACIÓN DE LA RESPUESTA CONTRÁCTIL  
La respuesta contráctil a KCl (75mM), al igual que la respuesta contráctil a NA (10-7M) 
(figura 20a y 20b respectivamente), no se modificó entre los modelos experimentales. 
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Figura 20. Respuesta contráctil a KCl (75mM; a) y a noradrenalina (NA 10-7M; b) en aorta de animales WKY y MWF. 
Los resultados se expresan en gramos para KCl y en % de contracción respecto a la respuesta a KCl para NA. Cada 
resultado representa la media ± E.S. (n=4-6).  
 
1.2.2 DETERMINACIÓN DE LA RESPUESTA VASODILATADORA DEPENDIENTE E 
INDEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
La relajación a acetilcolina (ACh, 10-9-10-4M) fue significativamente menor en las ratas MWF 
en comparación con los controles (figura 21a, p<0,001). Mientras que no se observaron 
diferencias en la respuesta al donador de NO, NPS, entre las distintas cepas (figura 21b). 
 
Figura 21. Relajación a ACh (10-9-10-4M) (a) y a NPS (10-12-10-5M) (b) en los animales MWF y WKY. Los resultados se 
expresan como disminución de la tensión en porcentaje de la contracción previa a NA (10-7M). Cada resultado 
representa la media ± E.S. (n=4-6); *** p<0,001 respecto al control. 
 
1.2.3 DETERMINACIÓN DE LA CONTRIBUCIÓN DE NO A LA RELAJACIÓN DEPENDIENTE 
DE ENDOTELIO 
La incubación con L-NAME (10-4 M) bloqueó totalmente la relajación a ACh tanto en las 
ratas MWF (figura 22b; p<0,001) como en las controles (figura 22a; p<0,001). 
a b 
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Figura 22. Relajación a ACh (10-4-10-9M) en presencia y en ausencia de L-NAME (10-4M) en animales WKY (a) y  MWF 
(b). Los resultados se expresan como porcentaje de la contracción previa a NA (10-7 M). Cada resultado representa 
la media ± E.S. (n=4-6); *** p<0,001 respecto a su curva control correspondiente a ACh. 
 Así mismo, no se observaron diferencias significativas en la respuesta máxima alcanzada 
por las distintas cepas de animales en presencia de L-NAME (tabla 9). Sin embargo, como se 
observa en la tabla 9, la diferencia entre las ABC en respuesta a ACh en presencia o ausencia 
de L-NAME (ΔABC), que de forma indirecta refleja la biodisponibilidad de NO, fue 
significativamente menor en el grupo MWF en comparación con las ratas WKY (tabla 9; 
p<0,05). Lo cual sugiere, que en las ratas MWF existe una disminución en la biodisponibilidad 
de NO. 
Tabla 9. Valores de EMax y ΔABC de la relajación inducida por ACh en presencia (EMaxL-NAME) y ausencia (EMaxACh) 
de L-NAME (10-4M). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). *p<0,05 respecto al grupo Wistar. 
 
 WKY MWF 
EMaxACh (%) -79,25±2,427 -50,66±3,541*** 
EMaxL-NAME (%) -4,673± 3,131 -2,412± 1,792 
ΔABC 220,1± 26,57 110,3± 18,86* 
 
1.2.4 DETERMINACIÓN DE LA CONTRIBUCIÓN DE LOS PROSTANOIDES A LA RELAJACIÓN 
DEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
La incubación con indometacina (3x10-6 M) no modificó la relajación a ACh en las ratas WKY 
(figura 23a; EMaxACh=-79,25±2,427%; EMaxINDO=-79,1 ± 3,23%), mientras que aumentó 
significativamente la relajación en las ratas MWF (figura 23b; p<001; EMaxACh =-50,66±3,541%; 
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EMaxINDO = -66,1 ± 4,33%). Este resultado sugiere que en las ratas MWF la relajación 
dependiente de endotelio está modificada por la acción de los prostanoides vasoconstrictores. 
 
Figura 23. Relajación a ACh (10-4-10-9M) en presencia y en ausencia de indometacina (3x10-6 M)  en animales WKY 
(a) y  MWF (b). Los resultados se expresan como porcentaje de la contracción previa a NA (10-7 M). Cada resultado 
representa la media ± E.S. (n=4-6); ** p<0,01 respecto a su curva control a ACh. 
1.3 ESTUDIO DE MARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO Y DEFENSA ANTIOXIDANTE 
1.3.1 DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA DE O2.- EN AORTA TORÁCICA 
Dado que el O2.- es capaz de reaccionar con el NO y formar compuestos como el ONOO-, 
disminuyendo así la biodisponibilidad de NO, se estudió la presencia de O2.- en las arterias de 
las ratas MWF. Estos estudios se realizaron mediante la determinación por microscopía 
confocal de la fluorescencia roja producida por el DHE como consecuencia de la presencia de 
O2.- en los anillos de aorta. 
Como se observa en la figura 24, ni en ausencia de DHE (control negativo), ni en los anillos 
de aorta correspondientes a las ratas WKY apareció fluorescencia roja. Sin embargo, sí se 
observó esta fluorescencia en los anillos correspondientes a las ratas albuminúricas. Para 
determinar que la fluorescencia roja se debe al O2.-, que como se explicó en el punto 5.2.1 de 
la sección material y métodos se localiza en el núcleo de las células, se utilizó la tinción con 
DAPI, y se observó la colocalización de la fluorescencia roja con la azul correspondiente al 
núcleo celular en las ratas MWF.  
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Figura 24. Imagen representativa de la fluorescencia del O2
.- (primera columna), de los núcleos celulares de anillos 
de aorta de animales WKY y MWF teñidos con DAPI (segunda columna) y de la superposición de ambos (tercera 
columna) donde se observa la colocalización del O2.- en el núcleo celular. No aparece fluorescencia en el control 
negativo, donde no se añadió DHE. El lumen del anillo de aorta se señala como L. (n=6).  
 
1.3.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE NADPH OXIDASA Y SOD EN RIÑÓN 
A fin de estudiar si el aumento de estrés oxidativo en la aorta de las ratas albuminúricas, 
como muestra el resultado anterior, se observa también en el riñón, que es el principal órgano 
afectado por la albuminuria, se estudió en este tejido la actividad de NADPH oxidasa, como 
principal enzima productora de EROs y la actividad total de la SOD como enzima encargada de 
la defensa antioxidante.  
Se observó un aumento significativo en la actividad de la enzima NADPH oxidasa en el 
homogenizado de riñón de los animales MWF, aproximadamente 3 veces superior a la 
actividad que presentaron los controles WKY (figura 25a; p<0,001). Este aumento en la 
actividad de la enzima NADPH oxidasa se vio acompañado de una disminución también 
significativa de la actividad total de SOD en MWF (Figura 25b; p<0,05). 
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Figura 25. (a) Actividad de NADPH oxidasa y de (b) SOD en homogenizado de riñón de ratas WKY y MWF, expresadas 
ambas actividades como cuantos de luz por mg de proteína. Cada resultado se expresa como media ± E.S. (n=4). 
(*p<0,05; ***p<0,001 respecto al grupo control WKY) 
 
 
 
1.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE LAS METALOPROTEASAS 
DE MATRIZ    
La albuminuria es un reflejo del daño en la BFG en el riñón. Una de las causas por las cuales 
puede producirse el aumento en la filtración de albúmina en el glomérulo, es la pérdida de la 
estructura de la matriz extracelular que forma parte de dicha barrera de filtración. Las 
principales enzimas implicadas en el mantenimiento de la estructura de la matriz extracelular 
son las MMPs, concretamente la MMP2 y la MMP9.  
1.4.1  DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMP2 
El estudio de la actividad gelatinasa de la MMP2 por zimografía sólo mostró una banda 
correspondiente a la actividad de pro-MMP2 (72KDa) tanto en plasma como en riñón (panel 
superior figura 26a y b, respectivamente). Mediante el análisis densitométrico de la misma se 
observó un aumento significativo de la actividad de pro-MMP2 en las ratas MWF en 
Los resultados anteriores sugieren que la disfunción endotelial observada en las 
ratas MWF se debe a una disminución en la biodisponibilidad de NO, acompañada 
por un aumento de O2.-. Este aumento en la producción de O2.- en los animales 
albuminúricos, se debe a su vez, a un aumento en la actividad de la NADPH oxidasa 
y una disminución de la actividad de la SOD. 
  Resultados 
113 
 
comparación con los controles, tanto en plasma (panel inferior de la figura 26a; p<0,05) como 
en riñón (panel inferior de la figura 26b; p<0,001).  
 
 
Figura 26. Estudio de la actividad gelatinasa de MMP2 en plasma (a) y en riñón (b). Los paneles superiores muestran 
un gel de zimografía representativa, y los paneles inferiores la cuantificación densitométrica expresada en tanto por 
uno frente al grupo control WKY. Los datos se expresan como la media ± E.S. (n=4-6); *p<0,05; ***p<0,001 respecto 
al control WKY. Marcador P.M. corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
1.4.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMP9 
El estudio mediante zimografía en gel de poliacrilamida de la actividad gelatinasa de MMP9 
en plasma mostró una banda correspondiente a la forma pro-MMP9 (92KDa) y otra por debajo 
correspondiente a la forma activa (82KDa) de la enzima (panel superior de la figura 27). 
Mediante el análisis densitométrico de las mismas se observó un aumento significativo de la 
actividad tanto de la pro-MMP9 (panel inferior de la figura 27; p<0,05) como de la forma activa 
(panel inferior de la figura 27; p<0,01) en el plasma del grupo de animales albuminúricos en 
comparación con los controles.  
 
 
 
 
PLASMA RIÑÓN 
a b 
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Figura 27. Estudio de la actividad gelatinasa de la MMP9 en plasma. El panel superior muestra un gel de zimografía 
representativo de la actividad de pro-MMP9 (92 KDa) y de la forma activa (82KDa). El panel inferior muestra el 
análisis densitométrico de ambas actividades expresado en tanto por uno frente al grupo control WKY. Los datos se 
expresan como la media ± E.S. (n=4-6). (*p<0,05; **p<0,01; frente al control WKY). Marcador P.M. corresponde a 
Marcador de Peso Molecular. 
Por lo tanto, al realizar el estudio de la actividad gelatinasa de MMP9 en el homogenizado 
de riñón se observaron tres bandas en el gel. Una banda superior, que corresponde a la forma 
inactiva pro-MMP9 que tiene un peso molecular de 92 KDa, una banda intermedia, 
correspondiente a la forma glicosilada de la enzima (85 KDa) y una banda inferior, que 
corresponde a la forma  activa de la MMP9, con un peso molecular de 82 KDa (panel superior 
de la figura 28).  
Se observó una disminución de la actividad de la pro-MMP9 (92 KDa) en las ratas MWF en 
comparación con las WKY (panel inferior de la figura 28; p<0,001), mientras que tanto la forma 
glicosilada (85 KDa) como la activa (82 KDa) mostraron un aumento de la actividad en las ratas 
albuminúricas (panel inferior de la figura 28; p<0,001 para la MMP9 glicosilada; p<0,01 para la 
activa).  
PLASMA 
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Figura 28. Estudio de la actividad gelatinasa de la MMP9 en riñón. El panel superior muestra un gel de zimografía 
representativo de las formas pro-MMP9 (92 KDa), glicosilada (MMP9-Gli, 85KDa) y activa (82KDa). El panel inferior 
muestra el análisis densitométrico de las actividades expresado en tanto por uno frente al grupo control WKY. Los 
datos se expresan como la media ± E.S. (n=4-6). **p<0,01; ***p<0,001 frente al control WKY. Marcador P.M. 
corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
 
2 RELACIÓN ENTRE LA PRESENCIA DE ALBUMINURIA, ESTRÉS 
OXIDATIVO Y REMODELADO DE LA MATRIZ EXTRACELULAR 
Con el objetivo de determinar si los resultados de aumento de estrés oxidativo y de 
actividad de MMP2 y MMP9 obtenidos en las ratas MWF, se deben exclusivamente a la 
presencia de albuminuria, se utilizaron, para el siguiente estudio ratas consómicas MWF-8SHR  
en las que la sustitución del cromosoma 8 en las ratas MWF por el mismo cromosoma de las 
ratas SHR, produce la eliminación de la albuminuria en esta nueva cepa. Los resultados de los 
En las ratas MWF se observa un aumento de la actividad gelatinasa de MMP9 a 
nivel plasmático y a nivel renal. Estos resultados sugieren la idoneidad de la 
determinación de la actividad de esta proteasa en plasma como marcador de daño 
renal en aquellas situaciones en las que no se pueda determinar directamente la 
actividad renal de MMP9. 
RIÑÓN 
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estudios realizados en las ratas consómicas se compararon con los que se obtuvieron en las 
ratas MWF y SHR.  
2.1 CARACTERIZACIÓN DE LOS DIFERENTES MODELOS EXPERIMENTALES  
Como se observa en la tabla 10, el peso corporal no varió entre los distintos modelos 
experimentales. Las ratas consómicas MWF-8SHR, mantuvieron el cociente peso del riñón/peso 
corporal de la cepa parental MWF, siendo significativamente menor para ambas en 
comparación con las ratas SHR (tabla 10; p<0,001 en comparación tanto con MWF como con 
MWF-8SHR). Las ratas consómicas mantuvieron los valores de normotensión de las ratas MWF, 
mientras que en las ratas SHR la PAS fue significativamente superior (tabla 10; p<0,001 tanto 
en comparación con MWF como con MWF-8SHR) y se acompañó de un mayor cociente del peso 
del corazón/peso corporal (tabla 10; p<0,01 tanto en comparación con MWF como con MWF-
8SHR). Las ratas MWF-8SHR presentaron valores de albúmina en orina significativamente 
menores que las ratas MWF y similares a los de las ratas SHR (tabla 10; p<0,001 para MWF-8SHR 
y para SHR en comparación con MWF). Por último, en las ratas consómicas, los niveles 
plasmáticos de 25-hidroxicolecalciferol fueron significativamente superiores en comparación 
con MWF (tabla 10, p<0,001), manteniendo valores similares a los de las ratas SHR (tabla 10 y 
a las ratas WKY (tabla 8). 
Tabla 10. Caracterización de los modelos animales, MWF, MWF-8SHR y SHR. Los resultados se expresan como la 
media ± E.S. (n=4-6) ##p<0,01; ###p<0,001 con respecto al grupo MWF; $$p<0,01; $$$p<0,001 con respecto al grupo 
MWF-8SHR. 
 
 
 
 
 
 
2.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE NADPH OXIDASA Y SOD EN 
HOMOGENIZADO DE RIÑÓN 
Como se observa en la figura 29 los valores de actividad de NADPH oxidasa, determinados 
en homogenizado de riñón, disminuyeron significativamente en la cepa consómica MWF-8SHR 
en comparación con MWF (figura 29a; p<0,001) hasta llegar a valores similares a los de las 
Variable MWF MWF-8SHR SHR 
Peso corporal (g) 302,6±4,3 313,2 ± 6,1 287,2±9,3 
Peso riñón/peso corporal (mg/g) 5,25±0,10 5,07±0,09 6,25±0,26###,$$$ 
Peso corazón/peso corporal (mg/g) 2,56±0,08 2,56 ± 0,04 2,86±0,02##,$$ 
PAS  (mmHg) 146±1 156 ± 6 178±2###,$$$ 
Excreción urinaria de albúmina (mg/24h) 46,2±4,0 4,8 ± 0,6### 1,1±0,2### 
25-hidroxicolecalciferol (ng/mL) 10,58±1,38 23,55±0,7### 26,31±1,21### 
  Resultados 
117 
 
ratas controles WKY (el 100% señalado por la línea discontinua en la gráfica representa los 
valores de actividad NADPH oxidasa en homogenizado de riñón de los animales WKY). La 
actividad de esta enzima, fue incluso, significativamente inferior en los animales consómicos 
MWF-8SHR en comparación con SHR (figura 29a; p<0,001). 
Por otro lado, la determinación de la actividad de la enzima SOD (figura 29b) mostró un 
aumento significativo en los homogenizados de riñón de las ratas consómicas MWF-8SHR en 
comparación con MWF (figura 29b; p<0,01). Además la actividad de esta enzima, fue incluso, 
significativamente superior en la cepa consómica MWF-8SHR  en comparación con SHR (figura 
29b; p<0,05). Estos resultados sugieren que la eliminación de la albuminuria restaura la 
actividad de la enzima pro-oxidante NADPH oxidasa y de la enzima antioxidante SOD. 
 
Figura 29. (a) Actividad de NADPH oxidasa y de (b) SOD, en homogenizado de riñón de ratas MWF, MWF-8SHR y SHR 
expresadas ambas como porcentaje de actividad frente a WKY. Cada resultado se expresa como media ± E.S. (n=4). 
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto a MWF; †P<0,05; †††P<0,001 respecto a MWF-8SHR). 
 
2.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMPs 
 
2.3.1 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMP2 
 
El estudio mediante zimografía de la actividad de MMP2, tanto en plasma (figura 30a) como 
en riñón (figura 30b), sólo mostró una banda correspondiente a pro-MMP2 (72 KDa). En el 
plasma de los animales MWF no se observaron diferencias significativas en comparación con 
las ratas consómicas, ni con las ratas SHR (figura 30a). Sin embargo, sí se observó una 
disminución significativa de la actividad de pro-MMP2 en riñón de las ratas consómicas MWF-
8SHR y de las ratas SHR frente a los albuminúricos MWF (figura 30b; p<0,05) hasta alcanzar 
niveles similares a los del grupo control WKY. 
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Figura 30. Estudio de la actividad de MMP2 en plasma (a) y en riñón (b) de ratas MWF, MWF-8SHR y SHR. Los paneles 
superiores muestran una zimografía representativa, y los paneles inferiores la cuantificación densitométrica 
expresada en tanto por uno respecto al grupo control WKY, que se representa como uno por la línea discontinua de 
ambas gráficas. Los datos se expresan como la media ± E.S. (n=4-6). (*p<0,05; **p<0,01 frente al grupo MWF). 
Marcador P.M. corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
 
2.3.2 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD GELATINASA DE MMP9 
 
Como se observa en la siguiente gráfica que muestra los valores de actividad gelatinasa de 
MMP9, la actividad de esta proteasa disminuyó significativamente tanto en plasma (figura 31a; 
p<0,05) como en homogenizado de riñón (figura 31b; p<0,05) en las ratas consómicas MWF-
8SHR frente a MWF, hasta alcanzar valores similares a los de las ratas WKY. Los valores de 
actividad de esta proteasa tanto en plasma como en riñón en las ratas espontáneamente 
hipertensas SHR, también fueron significativamente inferiores en comparación con las ratas 
albuminúricas (figura 31 a y b respectivamente; p<0,05), presentado valores similares a los de 
las ratas consómicas y las controles. 
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Figura 31. Estudio de la actividad gelatinasa de MMP9 en plasma (a) y en riñón (b) respectivamente de ratas, MWF, 
MWF-8SHR y SHR. Los paneles de la izquierda muestran una zimografía representativa de MMP9. Los paneles de la 
derecha muestran el análisis densitométrico de ambas actividades expresado en tanto por uno frente al grupo 
control WKY que se representa como uno por la línea discontinua en ambas gráficas. Los datos se expresan como la 
media ± E.S. (n=4-6). (*p<0,05 frente al grupo MWF). Marcador P.M. corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
 
 
3 EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE EL MODELO DE 
RATA ESPONTÁNEAMENTE ALBUMINÚRICA MWF  
 
 Debido a la disminución de 25-hidroxicolecalciferol, observada en plasma en los animales 
con albuminuria, se planteó el siguiente objetivo de la presente tesis doctoral, determinar si un 
tratamiento crónico con calcitriol (metabolito activo de la vitamina D), era capaz de revertir la 
albuminuria y los parámetros alterados como consecuencia de la misma en las ratas MWF. 
 
 
 
La actividad de las enzimas NADPH y SOD, implicadas en la aparición de estrés 
oxidativo, así como la actividad gelatinasa tanto de la MMP2 como de la MMP9 se 
restauran al desaparecer la albuminuria. 
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3.1  CARACTERIZACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL TRAS EL TRATAMIENTO 
 Como se observa en la tabla 11, el tratamiento con calcitriol no modificó la longitud de la 
tibia, el cociente peso del corazón/longitud de la tibia, el cociente peso de los riñones/longitud 
de la tibia ni ninguno de los parámetros hemodinámicos medidos, PAS, PP, FC y VOP en 
ninguno de los modelos experimentales. 
Tabla 11. Características de los animales tras el tratamiento. Cada resultado expresa la media ± E.S (n=4-6) (*p<0,05 
frente al grupo Wistar VEHÍCULO; #p<0,05; ##p<0,01 frente al grupo Wistar CALCITRIOL). 
 WISTAR MWF 
Variable            Vehículo  Calcitriol  Vehículo Calcitriol 
Longitud tibia 5,61±0,07 5,64±0,08 5,43±0,12 5,28±0,09# 
Peso corazón (g)/LT (cm) 0,20±0,005 0,21±0,0104 0,20±0,007 0,21±0,004 
Peso riñón (g)/LT (cm) 0,18±0,011 0,20±0,006 0,16±0,007# 0,15±0,005*,## 
PAS (mmHg) 144,8±18,44 130,6±10,61 159,4±13,83 157,4±11,12 
PP (mmHg) 18,14±8,09 21,56±2,77 31,87±4,91 28,70±3,53 
FC (lpm) 294,4±20,32 270,0±15,72 258,2±4,78 257,6±5,79 
VOP (m/s) 5,63±0,67 5,00±0,19 5,31±0,24 5,88±0,91 
 
3.2 DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS EN PLASMA 
 
 Se determinó la concentración de 25-hidroxicolecalciferol en las muestras de plasma de las 
ratas tanto albuminúricas como controles, tratadas con calcitriol o con vehículo. Como se 
observa en la tabla los niveles de 25-hidroxicolecalciferol no se modificaron tras el 
tratamiento. Como la vitamina D actúa sobre el equilibrio de la concentración de calcio y 
fósforo se analizaron estos metabolitos en el plasma de las ratas, sin embargo, este análisis no 
mostró diferencias significativas en las ratas WKY y las MWF (tabla 12) tras el tratamiento. Por 
último, la determinación de creatinina tanto en plasma como en orina tampoco mostró 
diferencias significativas entre las cepas, ni se vio modificada tras el tratamiento con calcitriol. 
 
Tabla 12. Determinaciones bioquímicas tras el tratamiento. Los datos se expresan como la media ± E.S. (n=4-6). 
***p<0,001 vs ratas controles WKY tratadas con vehículo; ##p<0,01 vs ratas controles WKY tratadas con calcitriol. 
 WISTAR MWF 
 Vehículo Calcitriol Vehículo Calcitriol 
25-hidroxicolecalciferol 
(ng/mL) 
30,49±3,54 29,50±1,40 18,03±1,45***,## 18,93±1,60***,## 
Calcio (mg/mL) 9,23±0,37 9,57±0,16 9,13±0,17 8,82±0,29 
Fósforo (mg/mL) 8,10±0,60 9,017±0,65 7,983±0,31 7,833±0,33 
Creatinina sérica 
(mg/mL) 
0,46±0,04 0,52±0,02 0,4417±0,05 0,5067±0,04 
Creatinina orina 
(mg/mL) 
116,5±45,68 81,12±20,93 156,2±10,22 161,7±21,48 
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3.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA FUNCIÓN VASCULAR 
EN AORTA 
 
3.3.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA RESPUESTA CONTRÁCTIL 
 La respuesta contráctil a KCl (75 mM) fue significativamente superior (figura 32; p<0,001) en 
los animales albuminúricos en comparación con los controles y no se vio modificada tras el 
tratamiento con calcitriol. 
 
 
Figura 32. Respuesta contráctil a KCl (75 mM) en aorta en animales Wistar y MWF tanto tratados con vehículo, 
como con calcitriol. Los resultados se expresan en gramos (g). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). 
***p<0,001 respecto al grupo Wistar. 
 No se observaron diferencias significativas en la contracción a NA (10-7M) entre los grupos 
experimentales (figura 33). Además, esta respuesta contráctil no se modificó tras el 
tratamiento con calcitriol. 
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Figura 33. Respuesta contráctil a NA (10-7 M) en aorta en animales Wistar y MWF tanto tratados con vehículo, como 
con calcitriol. Los resultados se expresan como porcentaje de contracción respecto a la contracción a KCl. Cada 
resultado representa la media ± E.S. (n=4-6).  
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3.3.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA RESPUESTA 
VASODILATADORA DEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
 Como se observa en la gráfica (figura 34), en las ratas MWF, el tratamiento con calcitriol 
aumentó de forma significativa la respuesta vasodilatadora en comparación con el grupo de 
animales tratado con vehículo (EMaxMWF VEHÍCULO=-50,66 ± 3,541%; EMaxMWF CALCITRIOL=-63,76 ± 
3,454%; figura 34; p<0,01). Sin embargo, no modificó la respuesta a ACh en los animales 
controles Wistar (EMaxWISTAR VEHÍCULO=-79,25 ± 2,427%; EMaxWISTAR CALCITRIOL=-81,38 ± 2,735%) 
(figura 34). 
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Figura 34. Relajación a ACh (10-9-10-4 M) en los grupos de animales Wistar y MWF tratados con vehículo o con 
calcitriol. Los resultados se expresan como disminución de la tensión en porcentaje de la contracción previa a NA 
(10-7M). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). ***p<0,001 respecto al grupo WistarVEHÍCULO; ##p<0,01; 
###p<0,001 respecto al grupo WistarCALCITRIOL; $$p<0,01 respecto al grupo MWFVEHÍCULO 
 
3.3.3 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA RESPUESTA 
VASODILATADORA INDEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
 Como se observa en la gráfica no se observaron diferencias significativas en la respuesta 
vasodilatadora a NPS (10-12-10-5 M) tras el tratamiento con calcitriol ni en los animales 
albuminúricos ni en los controles (figura 35). 
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Figura 35. Relajación a NPS (10-12-10-5 M) en los grupos de animales Wistar y MWF tanto tratados con vehículo, 
como con calcitriol. Los resultados se expresan como disminución de la tensión en porcentaje de la contracción 
previa a NA (10-7M). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6) 
3.3.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA CONTRIBUCIÓN DEL NO A 
LA RELAJACIÓN DEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
 Como se observa en la figura 36, tanto en animales Wistar tratados con vehículo (panel a) o 
con calcitriol (panel b), como en animales MWF tratados con vehículo (panel c) o con calcitriol 
(panel d), se determinó la contribución del NO a la respuesta vasodilatadora tras el 
tratamiento con calcitriol. Para ello se incubaron los anillos de aorta con el inhibidor de la NOS, 
L-NAME. La respuesta a ACh, que se redujo significativamente en todos los grupos 
experimentales en presencia de L-NAME (10-4M) (figura 36; p<0,001), no se modificó tras el 
tratamiento con calcitriol.  
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Figura 36. Relajación a ACh (10-9-10-4 M) en presencia de L-NAME (10-4 M) en aorta de los animales WistarVEHÍCULO, 
WistarCALCITRIOL, MWFVEHÍCULO y MWFCALCITRIOL. Los resultados se expresan como disminución de la tensión en 
porcentaje de la contracción previa a NA (10-7 M). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). ***p<0,001 
respecto a su curva a ACh correspondiente. 
 Se analizó, la diferencia entre las ABC en respuesta a ACh en presencia o ausencia de L-
NAME (ΔABC), que de forma indirecta refleja la biodisponibilidad de NO. Como se observa en 
la tabla 13, el grupo de animales control, no mostró diferencias significativas tras el 
tratamiento. Así mismo, en el grupo de ratas MWF tratadas con calcitriol no se observaron 
diferencias significativas en el ΔABC en comparación con los animales control, a pesar de que 
estas diferencias se mantuvieron en el grupo de animales MWF tratados con vehículo (tabla 
13; *p<0,05; ##p<0,01). Estos resultados indican, que en las ratas MWF el tratamiento con 
calcitriol produjo un aumento en la biodisponibilidad de NO.    
Tabla 13. Valores de EMax y ΔABC de la relajación inducida por ACh en presencia de L-NAME (10-4M). Cada 
resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). *p<0,05 respecto al grupo Wistar VEHÍCULO; ##p<0,01 respecto al grupo 
Wistar CALCITRIOL (n=4-6). 
 
 WistarVEHÍCULO WistarCALCITRIOL MWFVEHÍCULO MWFCALCITRIOL 
EMaxACh -79,25±2,427 -81,38±2,735 -50,66±3,541 -63,76±3,454 
EMaxL-NAME (%) -4,673±3,131 -10,59±6,489 -2,412±1,792 -2,584±2,854 
ΔABC 220,1±26,57 209,5±12,36 110,3±18,86*,## 147,6±25,63 
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3.3.5 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA CONTRIBUCIÓN DE LOS 
PROSTANOIDES A LA RELAJACIÓN DEPENDIENTE DE ENDOTELIO 
 El tratamiento con calcitriol no modificó la respuesta a Ach en presencia de indometacina 
en el grupo control tras el tratamiento (figura 37 a y b; indo, 3x10-6M). Sin embargo, en los 
animales albuminúricos, el tratamiento con calcitriol revierte la modificación de la respuesta a 
ACh por prostanoides vasoconstrictores (figura 37d), ya que no se observa un aumento de la 
relajación tras la incubación con indometacina que sí se observa en los animales MWF tratados 
con vehículo (figura 37c; p<0,01). 
 
 
Figura 37. Relajación a ACh (10-9-10-4 M) en presencia de indometacina (3x10-6M) en aorta de los animales 
WistarVEHÍCULO, WistarCALCITRIOL, MWFVEHÍCULO y MWFCALCITRIOL. Los resultados se expresan como disminución de la 
tensión en porcentaje de la contracción previa a NA (10-7 M). Cada resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). 
**p<0,01 respecto a su curva a ACh correspondiente. 
 
  Resultados 
126 
 
Para corroborar los resultados anteriores se determinaron los valores de la respuesta 
máxima obtenida en la relajación a ACh tras el tratamiento con calcitriol. Como se observa en 
la tabla 14, la EMax de la respuesta vasodilatadora en las ratas MWF tratadas con calcitriol no 
se modifica tras la incubación con indometacina (3x10-6M), mientras que este efecto no se 
observa en el grupo de animales albuminúricos que están tratados con vehículo. 
Tabla 14. Valores de EMax y ABC de la relajación inducida por ACh en presencia o ausencia de indometacina (indo 
3x10-6M) en anillos de aorta de los animales Wistar y MWF tratados tanto con vehículo como con calcitriol. Cada 
resultado representa la media ± E.S. (n=4-6). **p<0,01 respecto su curva a ACh en ausencia de indometacina 
correspondiente. 
 
 WISTAR VEHÍCULO WISTAR CALCITRIOL MWF VEHÍCULO MWFCALCITRIOL 
 
EMax 
(%) 
ACh -79,3 ± 2,42 -81,38± 2,735 -50,7 ± 3,54 -63,76 ± 3,454 
ACh + indo 10-6 M -79,1 ± 3,23 -81,5 ± 2,81 -66,1 ± 4,33** -69,22 ± 3,292 
 
 
 
 
3.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CALCITRIOL SOBRE LA ACTIVIDAD 
GELATINASA DE MMP9 
 La determinación de la actividad gelatinasa de MMP2 y MMP9 mediante zimografía en 
geles de poliacrilamida realizados anteriormente sólo mostró bandas correspondientes a la 
forma activa de las MMPs en el caso de MMP9 (figura 27 y 28), mostrando en el caso de la 
MMP2 una única banda correspondiente al zimógeno (figura 26). Por esta razón, sólo se 
estudió si el tratamiento con calcitriol modificaba la actividad gelatinasa de MMP9.  
El tratamiento con calcitriol produce un aumento de la respuesta 
vasodilatadora dependiente de endotelio, que se acompaña por un aumento de la 
biodisponibilidad de NO y la eliminación del efecto de los prostanoides 
vasoconstrictores en las ratas albuminúricas. 
  Resultados 
127 
 
 Como se observa en la figura 38, mientras que en el grupo control no se produjeron 
modificaciones en la actividad gelatinasa de MMP9 ni en plasma (figura 38a) ni en tejido renal 
(figura 38b), el tratamiento con calcitriol en el grupo de animales albuminúricos produjo una 
disminución significativa de la actividad de esta metaloproteasa tanto a nivel plasmático 
(figura 38a; p<0,05), como renal (figura 38b; p<0,05). 
 
 
 
Figura 38. Estudio de la actividad gelatinasa de MMP9 en plasma (a) y en riñón (b) en animales Wistar y MWF tanto 
tratados con vehículo, como con calcitriol. Los paneles superiores muestran una zimografía representativa, y los 
paneles inferiores la cuantificación densitométrica expresada en tanto por uno frente al grupo control 
WistarVEHÍCULO. Los datos se expresan como la media ± E.S. (n=4-6). *p<0,05; **p<0,01 respecto al grupo 
WistarVEHÍCULO; #p<0,05; ##p<0,01 respecto al grupo WistarCALCITRIOL; $p<0,05 respecto al grupo MWFVEHÍCULO. Marcador 
P.M. corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
 
 
 
 
 a b 
 
El tratamiento con calcitriol disminuye la actividad gelatinasa de MMP9 tanto en 
el plasma, como en el riñón de las ratas MWF. 
PLASMA RIÑÓN 
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4 MARCADORES DE REMODELADO Y DE ESTRÉS OXIDATIVO 
IMPLICADOS EN LA ALBUMINURIA DESARROLLADA BAJO BLOQUEO 
CRÓNICO DE SRA 
 
4.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES  
 
 En la tabla 15 se muestran los datos demográficos de los pacientes hipertensos incluidos en 
el estudio al finalizar los 2 años de seguimiento. Los grupos en los que se dividió a los pacientes 
fueron homogéneos, ya que no se observaron diferencias en la edad, ni el IMC, sin embargo, el 
porcentaje de hombres en el grupo de pacientes con albuminuria resistente severa fue 
significativamente superior al de hombres en los otros dos grupos (tabla 15). El bloqueo del 
SRA en los pacientes normoalbuminúricos y pacientes con albuminuria resistente moderada 
consiguió establecer el control de la presión arterial como muestran los valores de presión 
arterial sistólica y diastólica determinada durante 24 horas (PAS-24h, PAD-24 h). En el caso de 
los pacientes con albuminuria resistente severa, se consiguió el buen control de la presión 
arterial en todos los pacientes salvo dos que presentaron valores de PAS-24h en el rango de 
hipertensión grado 1 (140-159 mmHg). A pesar del control de la presión arterial, un grupo de 
pacientes desarrolló albuminuria pese a encontrarse en tratamiento crónico antihipertensivo 
con bloqueantes del SRA. A esta albuminuria desarrollada bajo el bloqueo crónico del SRA se la 
denominó albuminuria resistente o escape de albuminuria. Se dividió a los pacientes con 
albuminuria resistente en dos grupos en función del grado de albuminuria, aquellos que 
presentaron albuminuria moderada y aquellos que presentaron albuminuria resistente.  
 Los pacientes con albuminuria resistente tanto moderada, como severa mostraron un 
aumento significativo de la excreción urinaria de albúmina en comparación con los 
normoalbuminúricos (tabla 15; p<0,001 para ambos grupos). Ésta fue, además, 
significativamente superior en el grupo de pacientes con albuminuria resistente severa en 
comparación con los que presentaron albuminuria resistente moderada (tabla 15; p<0,001). En 
este sentido, los pacientes con albuminuria resistente severa mencionados anteriormente que 
se encontraban en grado 1 de hipertensión no fueron los que mostraron los mayores valores 
de excreción urinaria de albúmina. 
Los pacientes con albuminuria severa presentaron una disminución significativa del IFGe en 
comparación con los pacientes normoalbuminúricos (tabla 15; p<0,01) situándose en el 
estadio 2 o 3 de daño renal. Esta disminución del IFGe se acompañó de un aumento 
significativo de la creatinina sérica que fue significativamente superior en los pacientes con 
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albuminuria resistente severa en comparación con los pacientes normoalbuminúricos (tabla 
15; p<0,001) y con los pacientes con albuminuria resistente moderada (tabla 15; p<0,01). 
 Los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre se mantuvieron dentro de los valores 
normales en los 3 grupos de pacientes, así como los niveles plasmáticos de renina y 
aldosterona. 
 
Tabla 15. Datos demográficos de los pacientes incluidos en el estudio. Cada resultado representa la media ± E.S., 
excepto para el ratio albúmina/creatinina que se expresa como la mediana y el correspondiente rango intercuartil 
entre paréntesis. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto a los pacientes normoalbuminúricos; ††p<0,01; 
†††p<0,001 respecto a los pacientes con albuminuria moderada. 
 
            
               Albuminuria resistente 
Variable Normoalbuminuria 
(n=17) 
Moderada 
(n=14) 
Severa 
(n=8) 
Sexo (% hombres) 7 (41,2%) 8 (57,1%) 6 (87,5%)* 
Edad (años) 62,24 ± 8,807 65,7192 ± 8,287 68,00± 10,20 
IMC (Kg/m2) 29,29 ± 3,846 30,31 ± 3,649 28,44 ± 2,376 
PAS  (mmHg) 129,3 ± 33,36 127,3 ± 18,57 147,1 ± 23,55 
PAD (mmHg) 86,32 ± 10,69 81,48 ± 9,754 86,19 ± 14,48 
PAS-24 horas (mmHg) 122,4 ± 10,37 122,4 ± 11,44 129,1 ± 13,47 
PAD-24 horas(mmHg) 81,38 ± 16,58 75,79 ± 8,997 75,88 ± 12,39 
Creatinina sérica (mg/dL) 0,8341 ± 0,1253 0,9564 ± 0,3179 1,339 ± 0,4571 ***,†† 
Albúmina/creatinina (mg/g) 14,64 (1,832; 27,46) 76,84 (45,32; 108,4)*** 1054 (467,5; 1641) ***,††† 
IFGe (mL/min/1.73m2) 84,71 ± 10,15 74,59 ± 21,67 60,25 ± 24,75 ** 
Colesterol LDL (mg/dL) 110,4±27,25 102,6±21,06 102,4±27,36 
Colesterol  HDL (mg/dL) 51,75±12,80 55,07±15,47 45,96±6,991 
Colesterol  total (mg/dL) 185,9±28,35 179,0±23,84 176,9±39,42 
Triglicéridos (mg/dL) 118,0±51,72 106,6±40,09 141,8±69,92 
25-hidroxicolecalciferol (ng/mL) 22,22± 1,13 18,08± 1,24* 16,40± 2,01* 
Renina (pg/mL) 19,69±4,80 13,13±2,83 30,43±12,04 
Aldosterona (pg/mL) 258,9±19,16 236,8±25,78 311,0±96,91 
 
Al igual que se observó en el modelo experimental de ratas espontáneamente 
albuminúricas (tabla 8), los niveles de 25-hidroxicolecalciferol fueron significativamente 
menores en los pacientes con albuminuria en comparación con los normoalbuminúricos. Así 
mismo, se observó una correlación significativa y negativa entre la concentración de 25-
hidroxicolecalciferol y el logaritmo del cociente albumina/creatinina de los pacientes (figura 
39, p=0,0327; r=-03670), es decir, a medida que aumentaba la excreción urinaria de albúmina 
se observaron niveles más bajos de 25-hidroxicolecalciferol en plasma. 
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Figura 39. Correlación significativa y positiva entre la concentración de 25-hidroxicolecalciferol (ng/mL) y el 
logaritmo de cociente albumina/creatinina en pacientes normoalbuminúricos (n=14) y pacientes con albuminuria 
resistente (n=20). r de Pearson=0,5316; p=0,0131. 
  
 En cuanto al tratamiento pautado a los pacientes, en la tabla 16 se puede observar que el 
porcentaje de pacientes tratados con iECA y el porcentaje de pacientes tratados con ARAII fue 
similar dentro de cada grupo. Así mismo, un gran número de los pacientes dentro de cada uno 
de los tres grupos se encontraba en tratamiento antihipercolesterolemiante con estatinas. 
Esto indica que el tratamiento no influyó en el desarrollo de albuminuria en los pacientes. 
 
Tabla 16. Porcentaje de pacientes con normoalbuminuria (n=17), albuminuria moderada (n=14) y albuminuria 
severa (n=8) tratados con estatinas, iECA y ARAII 
 
 
 
 
 
 
     
4.2 ESTUDIO DE LA RIGIDEZ ARTERIAL  
 
Se estudió si la rigidez arterial estaba relacionada con la aparición de la albuminuria en 
pacientes hipertensos bajo supresión crónica de SRA. Para ello se determinó la VOP, 
parámetro que refleja rigidez arterial, observándose un aumento significativo de la misma en 
los pacientes con albuminuria resistente en comparación con los pacientes que presentaron 
normoalbuminuria (figura 40a; p<0,05). Dado que no se encontraron diferencias significativas 
       Albuminuria resistente 
Tratamiento Normoalbuminuria Moderada Severa 
iECA (%) 23% 21% 37% 
ARA II (%) 77% 79% 63% 
Estatinas (%) 71% 71% 88% 
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en los valores de VOP entre los pacientes con albuminuria resistente moderada y severa, se les 
incluyó en el mismo grupo, denominado como albuminuria resistente en la gráfica. 
La media de los valores de la VOP en estos pacientes fue 9,45 m/s, considerándose 10 m/s 
el valor a partir del cual aparece rigidez arterial (ESH/ESC guidelines, 2013). Además se observa 
una correlación significativa y positiva entre el valor de VOP y el valor de albuminuria de los 
pacientes expresado como el logaritmo del cociente entre albúmina/creatinina (figura 40b; r= 
0,5318; p=0,0131). 
 
 
Figura 40. (a) Determinación de la VOP (m/s) en los pacientes normoalbuminúricos (n=12) en comparación con los 
pacientes que presentan albuminuria resistente (n=9) **p<0,01. Los valores se expresan como la media ± E.S. (b) 
Correlación positiva entre la VOP (m/s) y el valor de albuminuria expresado como logaritmo del coeficiente 
albúmina/creatinina (r de Pearson= 0,5318; p=0,0131).  
 
Aunque no se observaron diferencias significativas en la edad de los pacientes 
normoalbuminúricos y aquellos que presentaron albuminuria resistente, incluidos en el 
estudio, sí se observó una correlación significativa y positiva (figura 41) entre la VOP (m/s) y la 
edad de los pacientes (años), es decir a mayor edad de los pacientes, mayor valor de VOP.  
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Figura 41. Correlación significativa y positiva entre la edad de los pacientes (años) y la VOP (m/s). r de 
Pearson=0,5316; p=0,0131. 
 
4.3 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE MARCADORES DE 
REMODELADO DE MATRIZ EXTRACELULAR 
En la tabla 17 se muestra la concentración plasmática de distintos marcadores de 
remodelado de matriz extracelular.  
Tabla 17. Determinaciones bioquímicas en plasma de marcadores de remodelado de matriz extracelular. Cada 
resultado representa la media ± E.S. *p< 0,05 respecto a los pacientes normoalbuminúricos. 
 
El aumento significativo de la VOP en los pacientes albuminúricos se podría deber a un 
aumento en la degradación de elastina en las arterias, por lo que se estudió la concentración 
de desmosina en plasma. La desmosina es una molécula que se genera como consecuencia de 
  Albuminuria resistente 
VARIABLE Normoalbuminuria Moderada Severa 
Desmosina (ng/mL) 0,08±0,01 0,11±0,02 0,11±0,03 
PICP (ng/mL) 26,22±0,95 26,67±1,52 28,83±1,91 
Colágeno tipo IV circulante (ng/mL) 72,2±13,2 103,2±36,8* 106,3±50,4* 
MMP2 total (ng/mL) 5,7±2,2 6,9±1,9 6,5±1,7 
MMP9 total (ng/mL) 1,4±0,7 1,1±0,4 0,8±0,4 
Heparanasa (pg/mL) 503,7±70,21 473,8±52,31 557,3±130,20 
El bloqueo del SRA permite el control de la hipertensión de los pacientes, pero no 
es capaz de impedir la aparición de marcadores de daño renal y vascular como son 
la albuminuria y el aumento de la velocidad de onda de pulso.  
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la degradación de la elastina y por lo tanto se puede utilizar como marcador de degradación de 
la misma. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en la determinación de la 
concentración plasmática de desmosina (tabla 17).  
Tampoco se observaron diferencias significativas en la concentración plasmática de 
propéptido C-terminal de procolágeno tipo I (PICP) que es un indicador de la síntesis de 
colágeno, por lo que este resultado sugiere que estos pacientes no presentan fibrosis. Sin 
embargo, la determinación de la concentración plasmática de colágeno tipo IV, como 
marcador de degradación de esta molécula, mostró un aumento significativo de su 
concentración en los pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada (tabla 17; p<0,05) 
como severa (tabla 17; p<0,05). A pesar de este último resultado, la concentración plasmática 
de enzimas que degradan la matriz extracelular como son la heparanasa, y las MMPs, tanto 
MMP2 como MMP9 no mostró diferencias significativas entre los grupos de pacientes 
incluidos en el estudio (tabla 17). 
4.4 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE MMP2 Y MMP9 EN PLASMA 
 
Dado que como indica la tabla anterior, se observó un aumento en la degradación de 
colágeno tipo IV en los pacientes con albuminuria, pero no se observaron diferencias 
significativas en la concentración plasmática de la MMP2 ni de la MMP9, se estudió si el 
aumento en la degradación de esta molécula se debía a un aumento de la actividad de las 
gelatinasas.  
Como se observa en la figura 42, tanto la actividad gelatinasa de la MMP2 (panel b de la 
figura 42) como de MMP9 (panel c de la figura 42) determinadas por zimografía en gel de 
poliacrilamida, se vieron significativamente aumentadas en el plasma de pacientes con 
albuminuria resistente tanto moderada (p<0,001 para MMP2; p<0,01 para MMP9) como 
severa (p<0,01 para MMP2 y p<0,05 para MMP9) en comparación con el grupo de pacientes 
normoalbuminúricos. 
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Figura 42. Estudio de la actividad de la MMP2 y de la MMP9 en plasma de pacientes. El panel superior muestra un 
gel de zimografía representativo de la actividad gelatinasa MMP2 y MMP9. Los paneles inferiores muestran el 
análisis densitométrico de la actividad gelatinasa MMP2 (b) y MMP9 (c) expresado en tanto por uno frente al grupo 
de pacientes normoalbuminúricos (n=17; que se representa con el valor de uno) en ambas gráficas en comparación 
con los pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada (n=13) como severa (n=7). Los datos se expresan 
como la media ± E.S. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 frente al grupo de pacientes normoalbuminúricos. Marcador 
P.M. corresponde a Marcador de Peso Molecular. 
En el gel de zimografía (panel a de la figura 42) sólo se observaron 3 bandas, una 
correspondiente a la actividad gelatinasa de la MMP2 (banda inferior) y otra banda 
correspondiente a la actividad gelatinasa de la MMP9 (banda intermedia) y una banda superior 
correspondiente a las formas diméricas de las MMPs. Por lo tanto, no se pudo determinar 
mediante esta técnica si la banda observada correspondía a la forma activa o al zimógeno 
activado por el SDS durante la electroforesis. Por esta razón, se determinó la concentración de 
MMP2 y MMP9 activas en las muestras de plasma de los pacientes utilizando para ello un 
inmunoensayo específico y comercial. 
Los resultados de la figura no mostraron diferencias significativas en la concentración de 
MMP2 activa (figura 43a), pero sí un aumento significativo de la MMP9 activa en los pacientes 
con albuminuria resistente en comparación con los pacientes normoalbuminúricos (figura 43b; 
p<0,01 para los pacientes con albuminuria resistente moderada en comparación con los 
b 
  Resultados 
135 
 
pacientes normoalbuminúricos, y p<0,001 para MMP9 activa en los pacientes con albuminuria 
resistente severa comparación con los pacientes normoalbuminúricos). Este aumento en la 
MMP9 activa fue incluso mayor en pacientes con albuminuria resistente severa en 
comparación con los que presentaban albuminuria resistente moderada (figura 43b, p<0,01 
para la MMP9 activa). 
 
Figura 43. Determinación de la concentración de MMP2 (a) y de la MMP9 (b) activas (expresado en ng/mL de 
proteína activa) en las muestras de plasma de pacientes. En ambas gráficas se representa el grupo de pacientes 
normoalbuminúricos (n=17) en comparación con los pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada (n=13) 
como severa (n=7). Los datos se expresan como la media ± E.S. **p<0,01; ***p<0,001 frente al grupo de pacientes 
normoalbuminúricos; ##p< 0,01 frente al grupo de pacientes con albuminuria resistente moderada. 
 
4.5 DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE TIMP1 
 
Puesto que no se encontraron diferencias significativas en la concentración plasmática de 
MMP9 en ninguno de los grupos de pacientes (tabla 17), pero sí se observó un aumento 
significativo en la actividad de esta metaloproteasa en los pacientes con albuminuria resistente 
(figura 42 y 43), se realizó un estudio de la expresión de su inhibidor, TIMP1, para determinar 
si una disminución en la expresión del mismo era la causa del  aumento en la actividad de 
MMP9. Sin embargo, como se muestra en la figura 44 no se observaron diferencias 
significativas en la expresión de TIMP1, inhibidor de MMP9, entre los pacientes 
normoalbuminúricos y los pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada, como 
severa. 
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Figura 44. Estudio de la expresión de TIMP1 mediante Western Blot. El panel superior muestra un blot 
representativo de la expresión en plasma de TIMP1. El panel inferior muestra el análisis densitométrico del mismo. 
Como control de carga se utilizó la tinción con Ponceau S. Los valores se expresan como % frente al grupo de 
pacientes normoalbuminúricos (n=8) que se representa como 100% en comparación con los pacientes con 
albuminuria resistente, tanto moderada (n=7) como severa (n=7). Los datos se expresan como la media ±  E.S.  
 
 
4.6 ESTUDIO DE LA RELACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE MMP9 CON LOS MARCADORES 
DE DAÑO RENAL Y VASCULAR OBSERVADOS EN PACIENTES 
Con los resultados obtenidos, se observó una correlación positiva entre el grado de 
albuminuria que presentaron los pacientes (expresado como el logaritmo del cociente entre 
albumina/creatinina) y la actividad de MMP9 determinada tanto por zimografía (figura 45a; r= 
El aumento de la actividad de MMP9 es independiente de la concentración de 
esta proteasa y de la expresión de su inhibidor TIMP1. Esto indica que la 
determinación exclusiva de la concentración de MMP9, puede desestimar su 
actividad real en estados patológicos como la albuminuria resistente al bloqueo del 
SRA. 
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0,5285; p=0,0008) como por el inmunoensayo (figura 45b; r=0,6563; p<0,0001), de tal manera, 
que al aumentar el grado de albuminuria, aumentó la actividad de MMP9 en plasma. 
 
Figura 45. Correlación positiva entre el grado de albuminuria que presentan los pacientes expresado como el 
logaritmo del cociente albúmina/creatinina y (a) la actividad de MMP9 plasmática determinada por zimografía 
(expresado en tanto por uno; r de Pearson= 0,5285; p=0,0008) y (b) la concentración plasmática de MMP9 activa 
determinada por ELISA (expresado en ng/mL; r de Pearson=0,6563; p<0,0001) en pacientes normoalbuminúricos, 
representados en la gráfica como puntos blancos (n=17) y pacientes con albuminuria resistente tanto moderada 
(n=13) como severa (n=7), representados ambos por puntos negros.  
Se observó también una correlación negativa entre el IFGe y la concentración de  MMP9 
activa determinada mediante inmunoensayo y expresado como ng/mL de proteína activa, 
(figura 46; r=-0,5072; p= 0,0022) de tal manera, que al disminuir el IFGe, aumentó la 
concentración de MMP9 activa. 
 
Figura 46. Correlación negativa entre el índice de filtrado glomerular calculado mediante la fórmula CKD-EPI 
(mL/min/1,73 m2), y la concentración plasmática de MMP9 activa determinada mediante inmunoensayo expresada 
como ng/mL de proteína activa (r de Pearson= -0,5072; p=0,0022) en pacientes normoalbuminúricos, representados 
en la gráfica como puntos blancos (n=17) y pacientes con albuminuria resistente tanto moderada (n=13) como 
severa (n=7), representados ambos por puntos negros.  
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Así mismo, se obtuvo una correlación positiva y significativa entre la concentración de 
MMP9 activa (ng/mL) y la VOP de los pacientes (m/s), de tal manera, que a mayor actividad 
MMP9, mayor VOP (figura 47; r=0,4802; p=0,037). 
 
Figura 47. Correlación positiva entre la VOP (m/s) y la concentración de MMP9 activa en ng/mL de pacientes 
normoalbuminúricos (señalados en la gráfica con puntos blancos; n=11) en comparación con los pacientes que 
presentan albuminuria resistente (señalados en la gráfica como puntos negros; n=7) (r de Pearson= 0,4802; 
p=0,0375).  
Por otro lado, como indica la figura 48 se observó además una correlación significativa 
entre la actividad de MMP9 determinada mediante zimografía y la concentración de colágeno 
tipo IV circulante en plasma, como indicador de la degradación de esta macromolécula en 
tejido (figura 48; p=0,0371; r= 0,3538) 
 
Figura 48. Correlación positiva entre la concentración de colágeno tipo IV circulante en plasma (ng/mL) y la 
actividad de MMP9 determinada mediante zimografía (tanto por uno) de pacientes normoalbuminúricos (señalados 
en la gráfica con puntos blancos; n=16) en comparación con los pacientes que presentan albuminuria resistente 
(señalados en la gráfica como puntos negros; n=20) (r de Pearson= 0,3538; p=0,0371).  
A fin de determinar si el tratamiento antihipertensivo pautado a los pacientes influía sobre 
la actividad de MMP9 se separó actividad gelatinasa de esta proteasa determinada por 
zimografía, en función del tipo de bloqueo del SRA con el que se trató a los pacientes. Como se 
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observa en la siguiente gráfica no hubo diferencias significativas en la actividad de MMP9 en 
función del tratamiento ni en el grupo de pacientes normoalbuminúricos y ni en el grupo de 
pacientes que presentaban albuminuria resistente. Con lo que se puede concluir, que el 
tratamiento antihipertensivo de los pacientes o bien iECAs o bien ARA II no influye en la 
actividad de MMP9 ni en los pacientes con normoalbuminuria ni en aquellos que presentan 
albuminuria resistente (figura 49). 
 
Figura 49. Efecto del bloqueo de RAS sobre la actividad plasmática MMP9 determinada por zimografia, expresada 
en tanto por uno, en pacientes normoalbuminúricos (a) y pacientes con albuminuria resistente (b). Los valores se 
expresan como la media ± E.S. 
 
 
4.7 DETERMINACIÓN DE MARCADORES DE DAÑO OXIDATIVO EN PACIENTES 
4.7.1 DETERMINACIÓN DEL GRADO DE OXIDACIÓN DE LAS PROTEÍNAS PLASMÁTICAS 
Dado que no se observaron diferencias en la concentración de TIMP1, y que se ha descrito 
que un aumento del estrés oxidativo puede producir un aumento en la actividad de las MMPs 
(Rajagopalan y cols., 1996), se determinó la concentración de grupos carbonilos en las 
proteínas plasmáticas, como marcador de daño oxidativo. Este estudio mostró un aumento 
significativo en la concentración de carbonilos plasmáticos en pacientes con albuminuria 
En los pacientes con albuminuria resistente la actividad plasmática de MMP9 
aumenta a medida que lo hace la albuminuria y disminuye el índice de filtrado 
glomerular. Este aumento en la actividad de MMP9 es independiente del tipo de 
bloqueo del SRA con el que se trate a los pacientes. 
  Resultados 
140 
 
resistente, tanto moderada (figura 50; p<0,01) como severa (figura 50; p<0,05) en 
comparación con los pacientes normoalbuminúricos.  
 
 
 
Figura 50. Estudio de la carbonilación de proteínas plasmáticas (expresado en mmol de carbonilos por mg total de 
proteína) en pacientes normoalbuminúricos (n=17) y pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada (n=14), 
como severa (n=8). Los datos se expresan como la media ± E.S. *p<0,05;**p<0,01 frente al grupo de pacientes 
normoalbuminúricos. 
 
Además, se observó una correlación negativa y significativa entre la concentración de 25-
hidroxicolecalciferol y los valores de concentración de carbonilos en plasma en los pacientes, 
de tal manera, que a medida que disminuyen los valores de concentración de 25-
hidroxicolecalciferol, aumenta la concentración de carbonilos en plasma (figura 51a; r=0,3955; 
p=0,0042). Así mismo, se observó una correlación positiva entre la actividad de MMP9 
determinada por zimografía y la carbonilación de las proteínas plasmáticas (figura 51b; 
r=0,4479; p=0,0337) de tal manera, que al aumentar la concentración de carbonilos en plasma, 
aumenta la actividad gelatinasa de MMP9. 
 
 
Figura 51. (a) Correlación negativa entre la concentración de 25-hidroxicolecalciferol (ng/mL) y los valores de 
concentración de carbonilos en plasma (nmol/mg proteína)  de pacientes normoalbuminúricos (círculos blancos) y 
pacientes con albuminuria resistente (círculos negros); (r de Pearson=-0,3955; p=0,0337) (b) Correlación positiva 
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entre la actividad plasmática de MMP9 determinada mediante zimografía (tanto por uno) y la concentración de 
carbonilos en plasma (nmol/mg proteína) de pacientes normoalbuminúricos (círculos blancos) y pacientes con 
albuminuria resistente (círculos negros); (r de Pearson=0,4479; p=0,0042). 
Se estudió también la carbonilación de proteínas plasmáticas por Western Blot mediante la 
derivatización de las mismas con DNPH y su posterior detección con el anticuerpo contra DNP. 
Se observó un aumento de la intensidad de las bandas en las muestras de pacientes con 
albuminuria resistente, en comparación con los pacientes normoalbuminúricos (figura 52; 
p<0,01). Lo cual corrobora que en los pacientes albuminúricos existe un aumento en la 
oxidación de las proteínas plasmáticas totales en comparación con los normoalbuminúricos. 
Además, como se puede observar en el panel superior de la figura aparece una banda bien 
definida a la altura de 29 KDa, peso molecular que corresponde al peso molecular del TIMP1. 
 
Figura 52. Estudio mediante Western Blot de la carbonilación de proteínas plasmáticas previamente derivatizadas 
con DNPH y detectadas con un anticuerpo contra DNP, en pacientes normoalbuminúricos y pacientes con 
albuminuria resistente, (n=5). En el panel superior se muestra un blot representativo y en el panel inferior el análisis 
densitométrico. La flecha señala la banda cuyo peso molecular corresponde a 29 KDa.  Los datos se expresan como 
la media ± E.S. (**p<0,01 frente al grupo de pacientes normoalbuminúricos). Marcador P.M. corresponde a 
Marcador de Peso Molecular. 
 
4.7.2 DETERMINACIÓN DE LA OXIDACIÓN DE TIMP1 
En la banda que aparece señalada por una flecha en el panel superior de la figura anterior a 
la altura de 29 KDa (figura 52), se observa el mismo patrón de aumento de la intensidad de 
señal en los pacientes con albuminuria resistente, en comparación con los 
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normoalbuminúricos, lo cual se traduce en un aumento de la oxidación. Para determinar si 
esta banda corresponde al inhibidor de MMP9, que presenta el mismo peso molecular, se 
realizó una inmunoprecipitación de TIMP1, seguida de la derivatización con DNPH del mismo y 
su posterior detección con el anticuerpo contra DNP. Como control de carga se utilizó la 
expresión total de TIMP1 en la muestra.  
Como se observa en la figura 53, en el plasma de los pacientes con albuminuria resistente, 
hay un aumento significativo en la intensidad de la señal y por lo tanto, en la oxidación del 
inhibidor TIMP1 en comparación con los pacientes normoalbuminúricos (figura 53; p<0,5). 
 
Figura 53. Estudio de la oxidación de TIMP1 en pacientes normoalbuminúricos y pacientes con albuminuria 
resistente, (n=3). En el panel superior se muestran blots representativos de la inmunoprecipitación de TIMP1 y su 
posterior detección o bien, con el anticuerpo contra DNP tras su derivatización con DNPH (IB: Anti-DNP) para 
determinar la oxidación del inhibidor, o bien con el anticuerpo contra TIMP1 (IB: TIMP1) para su uso como control 
de carga. En el panel inferior se muestra el análisis densitométrico de los mismos. Los datos se expresan como la 
media± E.S. *p<0,05 frente al grupo de pacientes normoalbuminúricos. 
4.8 ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN ENTRE MMP9 Y SU INHIBIDOR ENDÓGENO 
TIMP1 
Los resultados anteriores mostraron un aumento de la actividad de la MMP9 en los 
pacientes con albuminuria resistente, tanto moderada como severa (figura 42), a pesar de 
que su expresión (tabla 17) ni la de su inhibidor TIMP1 (figura 44) estaban modificadas. Para 
determinar si la oxidación de TIMP1 se traducía en una menor inhibición de MMP9, debido a 
una disminución de la interacción de ambas proteínas, se desarrolló y optimizó un ensayo de 
interacción utilizando la tecnología AlphaLISA. Previo al estudio de la interacción 
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MMP9/TIMP1 en el plasma de los pacientes, se puso a punto la técnica con las proteínas 
MMP9 y TIMP1 recombinantes humanas, para determinar la idoneidad del ensayo en el 
estudio de esta interacción concreta. 
4.8.1 VALIDACIÓN DEL ESTUDIO DE INTERACCIÓN MMP9/TIMP1 CON PROTEÍNAS 
RECOMBINANTES HUMANAS 
Tras realizar este ensayo se observó que la interacción entre MMP9 y TIMP1 era detectable 
con el protocolo desarrollado utilizando la tecnología AlphaLISA. Como se observa en la figura 
54, la interacción se detecta desde la menor concentración de proteína y va aumentando al 
aumentar la concentración de las mismas hasta llegar a un máximo de señal a la concentración 
de 3 µg/mL de las proteínas recombinantes. A partir de esta concentración la señal de 
interacción entre las dos proteínas comienza a disminuir.  
 
 
 
Figura 54. Gráfica de señal de interacción entre concentraciones crecientes (de 0 a 20 µg/mL) de proteínas 
recombinantes humanas MMP9 y TIMP1.  
4.8.2 DETERMINACIÓN DE LA INTERACCIÓN DE MMP9/TIMP1 EN PLASMA DE 
PACIENTES 
Una vez puesta a punto la técnica con proteínas recombinantes humanas, se procedió a 
determinar la interacción entre MMP9 y TIMP1 en el plasma de los pacientes. Tras analizar los 
resultados obtenidos en este estudio, se observó una disminución significativa de la intensidad 
de la señal, lo cual se traduce en una disminución en la interacción de la pareja MMP9/TIMP1 
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(figura 55; p<0,01) en el plasma de los pacientes con albuminuria resistente en comparación 
con los pacientes normoalbuminúricos. Esta disminución de la interacción entre la MMP9 y su 
inhibidor, observada mediante este estudio, puede explicar el aumento de la actividad de esta 
proteasa en los pacientes con albuminuria resistente pese a que ni su concentración ni la 
expresión de su inhibidor estaban modificadas en estos pacientes.  
 
Figura 55. Estudio de la interacción entre MMP9/TIMP1 en muestras de plasma de pacientes normoalbuminúricos 
(n=16) y pacientes con albuminuria resistente (n=20). Los datos se expresan como la media ± E.S. **p<0,01 frente al 
grupo de pacientes normoalbuminúricos. 
 
4.9 ESTUDIO DE LAS MICROPARTÍCULAS PRESENTES EN PLASMA DE PACIENTES 
Se sabe que casi todos los tipos celulares del organismo son capaces de generar 
micropartículas como respuesta a un daño. Tanto la albuminuria como el aumento de estrés 
oxidativo son marcadores de daño endotelial, y van acompañadas por un aumento de la 
respuesta inflamatoria del organismo. Por lo tanto, se estudió el número total de 
micropartículas en plasma de los pacientes y posteriormente el número de micropartículas 
procedentes de CE y células inflamatorias.  
4.9.1 DETERMINACIÓN DEL NÚMERO TOTAL DE MICROPARTÍCULAS EN PLASMA 
La determinación por citometría de flujo del número de micropartículas totales en las 
muestras de plasma mediante el marcaje de los residuos de fosfatidilserina de las mismas con 
El aumento de la actividad de MMP9 en plasma de los pacientes con albuminuria 
resistente se debe posiblemente a un aumento en el estatus oxidativo de estos 
pacientes. Este aumento del estrés oxidativo favorece la oxidación de TIMP1, lo que 
se traduce en una disminución en la interacción entre la MMP9 y su inhibidor. 
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anexina V en presencia de calcio, no mostró diferencias significativas entre los pacientes 
normoalbuminúricos y los pacientes con albuminuria resistente (figura 56). 
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Figura 56. Número total de micropartículas determinadas por citometría de flujo en plasma de pacientes 
normoalbuminúricos (n=11) y pacientes con albuminuria resistente (n=14). Se consideran micropartículas aquellas 
que muestran un marcaje positivo para anexina V en presencia de Ca2+. Los datos se expresan como la media ± E.S. 
Dado que los pacientes con albuminuria resistente presentaron un aumento en la VOP, que 
se traduce en un daño vascular, se analizó la correlación entre los valores de VOP de los 
pacientes y el número total de micropartículas contenidas en plasma, observándose una 
correlación significativa y positiva entre ambos valores (figura 57). 
 
Figura 57. Correlación positiva entre el valor de VOP (m/s) y el número total de micropartículas totales en plasma de 
pacientes normoalbuminúricos (n=8) y pacientes con albuminuria resistente (n=8) determinado por citometría de 
flujo (r de Pearson=0,4904; p=0,0346) 
 
4.9.2 ESTUDIO DE LA PROCEDENCIA CELULAR DE LAS MICROPARTÍCULAS 
Se determinó en muestras de plasma de los pacientes el número de micropartículas 
procedentes de CE, es decir aquellas que presentaban un marcaje CD31+ y CD42-. No se 
observaron diferencias significativas en el número de micropartículas procedentes de CE de 
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pacientes normoalbuminúricos y aquellos que presentan albuminuria resistente (figura 58a). 
Tampoco se obtuvieron diferencias significativas en el número de micropartículas procedentes 
de monocitos (aquellas que presentaban un marcaje CD14+) entre las muestras de pacientes 
normoalbuminúricos en comparación con los pacientes con albuminuria resistente (figura 
58b). 
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Figura 58. Determinación por citometría de flujo del número de micropartículas derivadas de CE (aquellas con 
marcaje CD31+/CD42-) (a) y derivadas de monocitos (aquellas con marcaje CD14+) (b) en muestras de plasma de 
pacientes normoalbuminúricos (n=11) en comparación con pacientes con albuminuria resistente (n=14). Los datos 
se expresan como la media ± E.S. 
4.9.3 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO PROTEICO DE LAS MICROPARTÍCULAS 
AISLADAS DE PLASMA DE PACIENTES 
4.9.3.1 Determinación del contenido en MMP9 
Se sabe que las micropartículas procedentes de células inflamatorias y de CE activadas 
como consecuencia de un proceso patológico son una fuente de MMPs. Dado que los 
resultados anteriores demuestran la existencia en plasma de micropartículas procedentes de 
estos tipos celulares, se estudió si las micropartículas aisladas del plasma de los pacientes 
podían ser una fuente de MMPs. 
El Western Blot realizado para determinar si las micropartículas extraídas del plasma de los 
pacientes contenían MMP9, mostró dos bandas, una a 92 KDa, correspondiente a la proenzima 
pro-MMP9, y otra banda a 82 KDa, correspondiente a la forma activa de MMP9. Aunque no se 
observaron diferencias significativas en el contenido de MMP9 entre los pacientes 
normoalbuminúricos y aquellos que presentan albuminuria resistente, este resultado sugiere 
que una de las fuentes de MMP9 son las micropartículas circulantes (figura 59). 
CÉLULAS ENDOTELIALES MONOCITOS 
a b a b 
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Figura 59. Determinación del contenido en MMP9 de las micropartículas extraídas de plasma de pacientes. El panel 
superior (a) muestra un blot representativo de la expresión tanto de la forma pro-MMP9 (92KDa) como de la forma 
activa MMP9 (82KDa). En los paneles inferiores se muestra el análisis densitométrico de la expresión de pro-MMP9 
(b) y de MMP9 (c) en pacientes normoalbuminúricos (n=12), en comparación con pacientes con albuminuria 
resistente (n=13). Los datos se expresan como la media ± E.S.  
4.9.3.2 DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO EN NOX5 
Dado que tanto en pacientes con albuminuria resistente (figura 50) como en las ratas MWF 
se observó un aumento del estrés oxidativo (figura 25), que en estas últimas se debía en parte 
a un aumento de la actividad de NADPH oxidasa a nivel renal, se estudió si las micropartículas 
extraídas de plasma de pacientes eran una fuente de NADPH. En concreto, se estudió la 
expresión de NOX5 ya que se sabe que tiene un papel importante a nivel renal. 
Se observó la expresión de NOX5 en las micropartículas extraídas de plasma tanto de 
pacientes normoalbuminúricos como de aquellos que presentaban albuminuria resistente. 
Este resultado mostró que una de las fuentes de NOX5 a nivel plasmático son las 
micropartículas circulantes, aunque no se hallaron diferencias significativas en el contenido de 
esta proteína en las micropartículas (figura 60) de pacientes con albuminuria resistente en 
comparación con pacientes normoalbuminúricos. 
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Figura 60. Determinación del contenido en NOX5 de las micropartículas extraídas de plasma de pacientes. El panel 
superior muestra un blot representativo de la expresión de NOX5. En los paneles inferiores se muestra el análisis 
densitométrico en pacientes normoalbuminúricos (n=12), en comparación con pacientes con albuminuria resistente 
(n=13). Los datos se expresan como la media ± E.S.  
 
 
 
 
 
A pesar de que no se observaron diferencias significativas en el número ni el 
contenido en pro-MMP9, MMP9, y NOX5 de las micropartículas entre los grupos de 
pacientes de este estudio, estos resultados confirman que las micropartículas 
circulantes en plasma son una fuente de MMP9 y NOX5.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Discusión   
151 
 
Según la guía realizada por la Sociedad Europea de Hipertensión y la Sociedad Europea de 
Cardiología para el manejo de la hipertensión arterial, el bloqueo del SRA es la principal 
estrategia terapéutica utilizada en el tratamiento de la hipertensión (ESH/ESC, 2013). La 
disminución de la presión arterial cuando ésta se encuentra patológicamente elevada evita el 
posible desarrollo de otras enfermedades CV como pueden ser el infarto de miocardio, ictus, 
etc. (Lucisano y cols., 2013). Además de los efectos beneficiosos en el control de la presión 
arterial, el bloqueo del SRA es capaz de disminuir la excreción urinaria de albúmina, que es un 
marcador de riesgo tanto de enfermedades CV como renales (Rojas-Rivera y cols., 2012). Sin 
embargo, recientemente se ha descrito que pacientes con un buen control de la presión 
arterial debido al tratamiento farmacológico con iECAS o con ARAII, pueden desarrollar 
albuminuria resistente o escape de albuminuria (Cerezo y cols., 2012). Dado el gran valor 
pronóstico de la albuminuria tanto en el desarrollo, como en la progresión de la enfermedad 
renal y CV (Cerasola y cols., 2010), se ha puesto de manifiesto la importancia de buscar nuevos 
marcadores asociados a su desarrollo con la finalidad de predecir lo antes posible su aparición, 
mejorar la estratificación de pacientes en riesgo de padecer este tipo de enfermedades y 
generar nuevas estrategias para poder realizar un tratamiento individualizado según las 
características de cada paciente (Berezin y cols., 2015). En este contexto, las ratas Munich 
Wistar Frömter, suponen un valioso modelo de desarrollo espontáneo de albuminuria, en el 
que llevar a cabo estos estudios especialmente sobre uno de los órganos diana de la 
albuminuria como es el riñón, al cual, por razones éticas no se pudo acceder en los pacientes 
con albuminuria resistente. 
1. La albuminuria está asociada con la disfunción endotelial y con un aumento del estrés 
oxidativo tanto vascular como renal 
En el presente trabajo las ratas con albuminuria presentaron una disminución significativa 
de la respuesta vasodilatadora a ACh (figura 21). Estos resultados obtenidos del estudio de la 
función vascular en las ratas MWF concuerdan con publicaciones previas en las que se asocia 
la albuminuria con la disfunción endotelial (Abdelhafiz y cols., 2011). En nuestro estudio se 
observó que la disfunción endotelial en este modelo animal se debía probablemente a la 
combinación del efecto de prostanoides vasoconstrictores (figura 23) y de la disminución de la 
biodisponibilidad de NO a nivel vascular (figura 22). La contribución de los prostanoides 
vasoconstrictores a la disfunción endotelial observada en el modelo experimental de ratas 
MWF es controvertida, ya que existen estudios como éste, en los que se observa el efecto de 
los mismos sobre la respuesta vasodilatadora (Ulu y cols., 2009), mientras que otros estudios 
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no observan el efecto de estos vasoconstrictores (Stereif y cols., 2012). En cuanto a la 
disminución de la biodisponibilidad de NO, uno de los posibles mecanismos implicados en la 
misma es un aumento del estrés oxidativo, ya que las EROs son capaces de reaccionar con esta 
molécula (Lezza y cols., 1994). En este sentido realizamos una determinación de O2.-, en la 
aorta de las ratas MWF, mediante el cual, observamos un aumento del O2.- en los anillos de 
aorta procedentes de las ratas albuminúricas (figura 24). Dado que el riñón es el principal 
órgano afectado en una situación de albuminuria, se estudió si el aumento del estrés oxidativo 
observado en la aorta se producía también en el riñón. Para ello se determinó en este tejido la 
actividad de la NADPH oxidasa como principal enzima generadora de EROs y la actividad total 
de la SOD como enzima antioxidante. Los resultados obtenidos mostraron un aumento en la 
actividad de NADPH oxidasa (figura 25a) y una disminución de la actividad de SOD (figura 25b) 
en las ratas MWF, lo cual se traduce en un aumento de estrés oxidativo a nivel renal.  
Para comprobar si este aumento del estrés oxidativo en el riñón está relacionado 
exclusivamente con la presencia de albuminuria, se utilizaron ratas consómicas MWF-8SHR. En 
esta cepa, la introducción del cromosoma 8 de una rata SHR en el fondo genético de las ratas 
MWF, produce la reversión de la albuminuria (tabla 10). Como se observa en este estudio, la 
reversión de la albuminuria se acompaña por una disminución de la actividad de NADPH 
oxidasa (figura 29a) y un aumento de la actividad de SOD (figura 29b) a nivel renal. Todo esto 
se traduce en una disminución del estrés oxidativo en las ratas consómicas. Estos resultados 
concuerdan con estudios previos realizados por Steireif y cols. (2012), en los que se mostró 
que la disfunción endotelial de este modelo animal está estrechamente asociada con la 
albuminuria, ya que en las ratas consómicas MWF-8SHR se observa la reversión de la disfunción 
endotelial que muestran las ratas MWF. 
Este aumento de estrés oxidativo en las ratas albuminúricas se observó también en los 
pacientes con albuminuria resistente al bloqueo del SRA, determinado mediante la 
concentración de carbonilos plasmáticos (figura 50) como marcador de daño oxidativo sobre 
proteínas. Por otro lado, en estos pacientes también se observó un daño vascular estudiado 
mediante la medida de la VOP entre la arteria carótida y la femoral. Los pacientes con 
albuminuria resistente mostraron un aumento de la VOP (figura 40a), observándose además 
una correlación positiva y significativa entre el grado de albuminuria de los pacientes y este 
valor (figura 40b). El valor medio de la VOP obtenido en los pacientes con albuminuria 
resistente fue de 9,45 m/s, considerándose 10 m/s el valor a partir del cual aparece rigidez 
arterial según la guía publicada por la Sociedad Europea de Hipertensión y la Sociedad Europea 
de Cardiología (ESH/ESC Guidelines, 2013). Estos resultados concuerdan con la literatura, en la 
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que estudios previos en los que se ha descrito que la albuminuria y una disminución en el 
aclaramiento renal están relacionados con un aumento de la VOP entre la carótida y la femoral 
(Mule y cols., 2010). En nuestro estudio, al igual que en publicaciones previas en las que se ha 
observado que la VOP aumenta al aumentar la edad, incluso en la población general 
(Georgianos y cols., 2015),  el valor de VOP, correlacionó positivamente con la edad de los 
pacientes (figura 41).  
El nexo de unión entre la rigidez arterial y la albuminuria no se conoce del todo, pero un 
posible mecanismo que puede relacionarlas es la disfunción endotelial. El remodelado de la 
pared arterial, a través de cambios estructurales y funcionales, que se producen en las 
propiedades del endotelio vascular, puede desembocar en la aparición de rigidez arterial. Estos 
factores pueden afectar también a los vasos glomerulares, y por consiguiente, modificar la 
permeabilidad de la BFG y permitir la excreción urinaria de albúmina (Kalaitzidis, y cols., 2015).  
2. La albuminuria se asocia a un aumento en la actividad de MMP9  
Se ha descrito previamente en otras patologías como cáncer, aterosclerosis, infarto de 
miocardio, ictus, etc. un aumento de la actividad tanto de MMP2 como de MMP9 (Sbardella y 
cols., 2012). Sin embargo, existen discrepancias en los estudios en pacientes sobre si las 
gelatinasas y sus inhibidores TIMPs aumentan de concentración y/o actividad en estados 
patológicos, o por el contrario, si disminuyen. Esto se puede deber al diseño del estudio, en 
cuanto a los criterios de inclusión, al grado de severidad de la patología que presentan los 
pacientes estudiados, a la presencia de comorbilidades, al uso de fármacos que afectan a las 
MMPs (Fontana y cols., 2012) o al sexo de los sujetos incluidos (Tayebjee y cols., 2005). Con 
respecto a la enfermedad renal, se ha descrito una correlación entre la actividad de MMP9 y la 
enfermedad renal diabética, encontrándose niveles elevados de esta proteasa en los estadios 
iniciales de la enfermedad renal crónica, incluso antes de que aparezca albuminuria (Altemtam 
y cols., 2012). Por otro lado, en el plasma de pacientes con diabetes tipo 1, que además 
presentan valores elevados de albúmina en orina, se ha observado un aumento de los niveles 
de MMP2 en comparación con aquellos que presentan normoalbuminuria (Peeters y cols., 
2015). 
Dadas estas evidencias se decidió estudiar el papel de MMP2 y de MMP9 en la albuminuria 
tanto en los pacientes como en el modelo animal de ratas MWF. Por motivos éticos no se pudo 
estudiar la actividad de MMP2 y MMP9 en el riñón de los pacientes con albuminuria resistente 
al bloqueo del SRA. Por consiguiente, el modelo animal de desarrollo espontáneo de 
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albuminuria, las ratas MWF, fue de gran utilidad. El estudio realizado en estas ratas, mostró un 
aumento de la actividad tanto de MMP2 como de MMP9 en plasma (figura 26a y 27 
respectivamente) y en tejido renal (figura 26b y 28 respectivamente).  
La determinación de la actividad de estas proteasas en el modelo animal se realizó por 
zimografía en gel de poliacrilamida. Con respecto a MMP2, mediante esta técnica sólo se pudo 
observar la actividad de la forma pro-MMP2, no observándose ninguna banda, ni en plasma ni 
en riñón, correspondiente al peso molecular de la forma activa de MMP2 (figura 26). Sin 
embargo, en la zimografía realizada en el riñón de las ratas para determinar la actividad 
gelatinasa de MMP9, se observaron 3 bandas, una correspondiente a la forma pro-MMP9, otra 
correspondiente a la forma glicosilada, y otra correspondiente a la forma activa (figura 28). El 
análisis de cada una de las bandas, mostró un aumento de la actividad de la MMP9 activa y de 
la forma glicosilada y una disminución de la actividad de pro-MMP9, en las ratas MWF. Este 
resultado sugiere que en condiciones de albuminuria, aumenta la activación de MMP9. En este 
sentido, en publicaciones anteriores se ha observado una mayor expresión de esta proteasa en 
enfermedades CV como hipertensión, aterosclerosis o infarto de miocardio (Vandooren y cols., 
2013). Por otro lado, la banda correspondiente a la forma glicosilada no aparece en la 
zimografía realizada en las muestras de plasma de ratas (figura 27), esto se puede deber a que 
la glicosilación de las proteínas es un proceso post-traduccional, que ocurre en el interior 
celular y las muestras de plasma carecen de contenido celular (Vandooren J, y cols., 2013). 
Para determinar si la actividad de MMP2 y MMP9 se asocia específica e 
independientemente con la albuminuria, se recurrió de nuevo al modelo experimental de ratas 
consómicas MWF-8SHR. En este estudio se observó que la reversión de la albuminuria en las 
ratas MWF-8SHR también se acompaña por una disminución de la actividad gelatinasa de 
MMP9 (figura 31). Este aumento de la actividad de la principal enzima encargada de la 
degradación de la MEC que forma parte de la BFG, puede ser un factor clave para el desarrollo 
y/o la progresión de la albuminuria en este modelo experimental.  
Por otro lado, para analizar si la activación de las gelatinasas tenía relevancia clínica se 
estudió la activación de estas proteasas en el plasma de los pacientes con albuminuria 
resistente al bloqueo del SRA. Se observó un aumento de la actividad gelatinasa de MMP2 
determinada mediante zimografía (figura 42b), que, sin embargo, no se reprodujo al 
determinar la concentración de MMP2 activa en el plasma de los pacientes mediante  
inmunoensayo (figura 43a). Probablemente esto se deba a que el aumento de la actividad de 
la MMP2 observado mediante la zimografía no corresponde a la forma activa de la MMP2 sino 
al zimógeno activado mediante las condiciones intrínsecas a esta técnica (Springman y cols., 
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1990). Los resultados observados en plasma de pacientes concuerdan con los resultados 
obtenidos en las zimografías realizadas en el plasma y tejido renal de las ratas, en las cuales se 
observó sólo una banda de actividad cuyo peso molecular correspondió a 72 KDa, es decir a la 
pro-MMP2 (figura 26). La MMP2 se expresa de forma constitutiva en tejidos, y tiene una 
función principalmente de mantenimiento de la homeostasis tisular (Sbardella y cols., 2012), 
aunque algunos autores han observado un aumento de su actividad en respuesta a Ang II y 
citoquinas proinflamatorias (Chow y cols., 2007).  
Con respecto al estudio de actividad de MMP9, se observó un aumento significativo de la 
actividad de esta proteasa en plasma de los pacientes con albuminuria resistente, en 
comparación con los normoalbuminúricos, tanto mediante la técnica de zimografía (figura 42c) 
como mediante el inmunoensayo (figura 43b). De esta manera, se confirmó en los pacientes 
con albuminuria resistente un aumento de la concentración de la MMP9 activa en plasma. A 
pesar de este aumento de la actividad de MMP9 observado, no se observaron diferencias en la 
concentración plasmática total de esta proteasa entre los diferentes grupos de pacientes 
(tabla 17). Este hecho sugiere que en la práctica clínica, la determinación de la concentración 
plasmática total de esta proteasa puede enmascarar su actividad real en condiciones 
patológicas como la albuminuria resistente al bloqueo del SRA. Por lo tanto, la determinación 
directa de la actividad de las MMPs es un resultado más fiable de la implicación de estas 
proteasas en una patología que la mera determinación de su concentración. 
Enfermedades como la insuficiencia renal se asocian a un aumento de la rigidez arterial a 
través de varios mecanismos, como pueden ser la calcificación vascular, un aumento del 
volumen sanguíneo, la inflamación, la disfunción endotelial o el estrés oxidativo (Jia y cols., 
2014). Sin embargo, se ha propuesto como posible nexo de unión entre la rigidez arterial y la 
albuminuria el aumento de la actividad de las MMPs a nivel sistémico, ya que estas proteasas 
son capaces de degradar la elastina y el colágeno que forma parte tanto de la MEC de los vasos 
sanguíneos, como de la MEC de la BFG (Zhang y cols., 2014). En este contexto, en el presente 
trabajo, el aumento de la actividad de MMP9 en plasma correlacionó de forma significativa y 
positiva con el grado de albuminuria que presentaron los pacientes (figura 45), con la VOP 
(figura 47). Esto sugiere que en los pacientes con albuminuria resistente, el aumento de VOP 
puede ser la consecuencia de un aumento de la actividad de las MMPs, ya que estas proteasas 
también pueden ejercer un efecto negativo sobre la estructura de la pared arterial. La MEC de 
la pared de los vasos sanguíneos está formada principalmente por elastina y colágeno (Richart 
y cols., 2007) que son los principales sustratos de la MMP9. Sin embargo, en el presente 
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estudio no se obtuvieron diferencias en la concentración plasmática de desmina (tabla 17), 
que es un metabolito de la degradación de la elastina. 
3. El aumento de la actividad de MMP9 se debe a una disminución de la capacidad 
inhibitoria de TIMP1 producida por el aumento del estrés oxidativo 
En el organismo, las MMPs se encuentran estrechamente reguladas por sus inhibidores, los 
TIMPs. En este estudio no se observaron diferencias en la expresión de TIMP1 (figura 44), 
principal inhibidor de MMP9, en los pacientes albuminúricos en comparación con los 
normoalbuminúricos, que expliquen el aumento en la actividad de MMP9. Dado que tampoco 
se observaron diferencias en la concentración plasmática total de MMP9 (tabla 17), este 
resultado concuerda con el hecho de que de la inhibición TIMP/MMP ocurre con una 
estequiometría 1: 1. Estudios previos han propuesto el aumento de estrés oxidativo como un 
activador de las MMPs (Rajagopalan y cols., 1996). Esto se debe a que el aumento de EROs 
puede producir una oxidación del TIMP que se traduce en una pérdida de la capacidad 
inhibitoria del mismo, que consecuentemente, produce un aumento en la actividad de la MMP 
(Wang y cols., 2007). En este contexto, en nuestro estudio se observó un aumento de la 
oxidación de las proteínas plasmáticas totales (figura 50), y más concretamente del inhibidor 
TIMP1 en el plasma de los pacientes con albuminuria resistente (figura 53).  
Para comprobar si en los pacientes con albuminuria resistente, se observaba una 
disminución de la interacción entre TIMP1 y MMP9, que pudiese explicar el aumento de la 
actividad de esta gelatinasa, desarrollamos un novedoso ensayo utilizando la tecnología 
AlphaLISA, que permite determinar el grado de interacción entre dos proteínas. Esta técnica se 
ha validado previamente en la detección de otros marcadores de enfermedades CV como 
pueden ser los fragmentos N-terminales del péptido natriurético tipo pro-B circulantes en 
plasma, y se está estudiando su posible uso con perspectivas de evitar errores en el 
diagnóstico del fallo cardíaco (Foo y cols., 2013; Wan y cols., 2015). También se ha utilizado 
para determinar la interacción de otras parejas proteicas, como por ejemplo, en la infección 
por virus de hepatitis C, en la cual se ha estudiado la interacción entre las proteínas NS5A y 
CypA, necesaria para la replicación del virus (Waller y cols., 2010). 
Para determinar la idoneidad de esta técnica en el estudio de la interacción de MMP9 y 
TIMP1 en el plasma de los pacientes, se validó previamente el ensayo utilizando proteínas 
recombinantes humanas. Los resultados mostraron que la interacción entre estas dos 
proteínas es detectable mediante el ensayo desarrollado (figura 54). Además, se obtuvo el 
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máximo de interacción cuando las dos proteínas se habían incubado a la misma concentración 
(3 µg/mL). Los resultados obtenidos tras analizar las muestras plasmáticas de los pacientes 
mostraron una disminución de la señal en los pacientes con albuminuria resistente en 
comparación con los normoalbuminúricos (figura 55). Dado que la señal obtenida es 
proporcional al número de parejas MMP9/TIMP1 que interaccionan en la muestra de plasma, 
esto se traduce en una disminución de la interacción de esta pareja proteica cuando la 
albuminuria está presente. Estos resultados sugieren que el aumento en la actividad de MMP9 
en condiciones de albuminuria resistente, se debe a una disminución en la interacción de esta 
proteasa con su inhibidor producido probablemente por un aumento en la oxidación de 
TIMP1. En este sentido y como se ha dicho anteriormente, se observó en los pacientes 
estudiados que la actividad plasmática de MMP9 correlaciona de forma positiva con la 
concentración de carbonilos plasmáticos como marcador de daño oxidativo en proteínas 
(figura 51b). 
4. Implicación del aumento de actividad de MMP9 sobre el desarrollo de albuminuria 
resistente al bloqueo del SRA  
Se ha asociado un aumento de la actividad de MMP9 con un aumento del estrés oxidativo, 
inflamación (Marchesi y cols., 2012), hiperfiltración glomerular (Li y cols., 2014), daño 
podocitario (Nakamura y cols., 2000) y alteraciones en el remodelado de la MEC del glomérulo 
y el túbulo en estadios tempranos de insuficiencia renal diabética (Thraikill y cols., 2010; 
Altemtam y cols., 2012). Sin embargo, no se conocía la implicación de esta gelatinasa en el 
desarrollo de albuminuria que se produce pese a la supresión crónica del SRA. En este sentido 
en el presente trabajo se observó en pacientes con albuminuria resistente, un aumento de la 
degradación de colágeno tipo IV, que además correlacionó de forma significativa y positiva con 
la actividad de MMP9 (figura 48) de tal manera que a mayor actividad de MMP9, mayor 
degradación del colágeno tipo IV. Por otro lado, no se observó un aumento en la síntesis de 
colágeno (determinada a través de la concentración plasmática de PICP, que es un marcador 
de fibrosis) (tabla 17). En este sentido, el aumento de la degradación de este tipo de colágeno, 
que es uno de los componentes mayoritarios de la MEC, producirá como consecuencia la 
desestructuración de la misma, permitiendo probablemente el paso de la albúmina desde el 
plasma a la orina como se muestra en el esquema (figura 61), siendo un factor determinante 
en la instauración y/o la progresión de la albuminuria. Apoyando esta hipótesis, estudios 
previos en la literatura han demostrado en ratones con nefropatía diabética, que el 
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incremento en los niveles de MMP9 es previo a la instauración de la albuminuria en esta 
patología (Li y cols., 2014). 
 
Figura 61. Modelo ilustrativo de propuesta sobre las consecuencias patológicas de una sobre activación de MMP9 
en la barrera de filtración glomerular.  
5. Las micropartículas como fuente de MMP9 y NOX5 
Por otro lado, recientemente se ha comenzado a dar importancia al estudio y cuantificación 
de las micropartículas como marcadores de daño celular. Concretamente, se ha estudiado la 
formación de micropartículas por parte de las CE como respuesta a una situación de estrés, 
como puede ser el aumento del estrés oxidativo (Berezin y cols., 2015), y por parte de las 
células inflamatorias, en un proceso inflamatorio (George y cols., 2008). En el presente 
estudio, los resultados obtenidos en pacientes no mostraron diferencias significativas en el 
número de micropartículas totales determinadas en plasma (figura 56), ni en el número de 
micropartículas derivadas de CE ni de monocitos (figura 58 a y b respectivamente). 
Probablemente esto se deba a que el número de pacientes fue insuficiente para obtener 
diferencias significativas, ya que sí se observó una tendencia de aumento el número de 
micropartículas derivadas de CE y de monocitos en pacientes con albuminuria resistente. 
Aunque tampoco se puede descartar el efecto del tratamiento pautado sobre la formación de 
micropartículas, ya que se ha descrito que el tratamiento con estatinas, antiagregantes 
plaquetarios, antioxidantes, β-bloqueantes, ARA II o bloqueantes de canal de calcio reducen el 
número de micropartículas (George y cols., 2008; Georgescu y cols., 2012). Sin embargo, sí se 
observó una correlación positiva entre el número de micropartículas totales y la VOP en los 
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pacientes (figura 57), esto concuerda con estudios previos en los que se observó una 
asociación entre las micropartículas derivadas de CE y la VOP en pacientes con hipertensión 
moderada (Shantsila y cols., 2010). 
Por otro lado, se ha descrito que las micropartículas, pueden contener distintas proteínas 
en su interior a través de las cuales juegan un papel activo en diferentes procesos 
fisiopatológicos (Berezin y cols., 2015). En este sentido observamos que las micropartículas 
extraídas de plasma de pacientes contenían pro-MMP9 (92 KDa) y MMP9 en su forma activa 
(82 KDa) (figura 59), lo cual coincide con otras publicaciones en las que se ha demostrado la 
expresión de esta metaloproteasa en las micropartículas derivadas de CE en patologías como 
el cáncer (Berezin y cols., 2015). También se observó la expresión de NOX5 (figura 60), que es 
una isoforma de la NADPH oxidasa con un importante papel en la patología renal (Holterman y 
cols., 2014). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el contenido de estas 
proteínas entre los pacientes normoalbuminúricos y los pacientes con albuminuria resistente. 
A pesar de ello, estos resultados sugieren que las micropartículas circulantes en plasma de los 
pacientes, son una fuente tanto de MMP9 como de NOX5. 
6. Efecto del tratamiento farmacológico sobre los marcadores estudiados  
 El aumento de la actividad de MMP9 y del estrés oxidativo observado en los pacientes con 
albuminuria resistente al bloqueo del SRA difiere de numerosas publicaciones en la literatura 
en las que se afirma que los fármacos bloqueantes del SRA son además inhibidores de la 
actividad de MMP9 (Jin y cols., 2007; Cheng y cols., 2011). En los pacientes estudiados en este 
trabajo no se observaron diferencias en la actividad de la MMP9 en función del tipo de 
tratamiento pautado (figura 49), a pesar de que hay algunos estudios en los que se propone 
que el efecto antiproteinúrico de los iECA es más efectivo que el de los ARAII (Lods y cols., 
2003). Concretamente, se ha propuesto como mecanismo de acción común para su inhibición 
la analogía entre la ECA y las MMPs, ya que las dos son endopeptidasas dependientes de Zn2+ 
(Jin y cols., 2007; Cheng y col., 2011). Algunos estudios proponen que el efecto 
antiproteinúrico de los bloqueantes del SRA ocurre a dosis superiores de las utilizadas para el 
tratamiento de la hipertensión en patologías como la diabetes mellitus tipo 2 (Hollenberg y 
cols., 2007). Esto puede sugerir que en estos pacientes el bloqueo de SRA no es completo, sin 
embargo, la determinación de la concentración plasmática de renina y de aldosterona, no 
mostró diferencias significativas entre los grupos de pacientes (tabla 15). A pesar de ello, no se 
puede descartar que la concentración plasmática obtenida no sea mayor en los pacientes del 
presente estudio en comparación con los valores que presenta la población sana. 
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Por otro lado, son también numerosas las publicaciones en las que se observa que un 
tratamiento con estatinas es capaz de disminuir la excreción urinaria de albúmina y la 
progresión de la enfermedad renal, lo cual se ha relacionado en parte con su capacidad para 
disminuir el estrés oxidativo y con su efecto inhibidor tanto de la actividad como la síntesis de 
MMPs, entre ellas MMP2 y MMP9 (Strippoli y cols., 2008; Abe y cols., 2011; Tsubaki y cols., 
2015; Roth  y cols., 2016). Incluso se ha propuesto que la combinación los bloqueantes del SRA 
y las estatinas tiene un gran potencial no solo impidiendo la progresión de la enfermedad 
crónica renal, sino también inhibiendo el desarrollo de enfermedad CV (Satoh, 2012). En 
nuestro estudio, más del 70% de los pacientes tanto con normoalbuminuria como con 
albuminuria resistente se encontraban en tratamiento hipolipemiante con estatinas, llegando 
al 88% en los pacientes con albuminuria resistente severa (tabla 16). Este resultado indica que 
el tratamiento con estatinas no impide la activación de MMP9 en patologías como la 
albuminuria resistente al bloqueo del SRA, ya que son los pacientes con albuminuria resistente 
severa los que están tratados en mayor porcentaje con estatinas y los que presentan una 
mayor concentración de MMP9 activa (figura 43b). 
Nuestro estudio al igual que otros, muestra que las terapias actuales utilizadas para 
disminuir la albuminuria no son capaces de bloquear completamente la progresión de la 
enfermedad renal, lo cual sugiere que se necesitan nuevas estrategias terapéuticas (Molina y 
cols., 2014). En este contexto se ha descrito que otros fármacos que se utilizan en el 
tratamiento de la hipertensión como son los antagonistas de aldosterona, como por ejemplo 
espironolactona y eplerenona, disminuyen la albuminuria de un 30-60% y la progresión de la 
enfermedad crónica renal tanto en modelos experimentales como en estudios clínicos de 
nefropatía diabética (Rojas-Rivera y cols., 2012). Además, son capaces de atenuar el aumento 
de la actividad de MMP2 y MMP9 inducido por aldosterona (Rude y cols., 2005). Por lo tanto, 
un tratamiento con antagonistas de aldosterona sería una estrategia terapéutica a seguir en 
los pacientes que desarrollan albuminuria resistente al bloqueo del SRA. Por otro lado, 
nebivolol (β1-bloqueante) presenta efectos antioxidantes asociados a una disminución de 
MMP9 y MMP2 a nivel vascular (Ceron y cols., 2013). 
 Debido a la participación de las MMPs en diversos procesos patológicos, su inhibición 
sugiere un gran potencial terapéutico, a pesar de ello, los ensayos clínicos realizados hasta la 
fecha han fallado (Fields y cols., 2015; Wang y cols., 2012; Coussens  y cols., 2002; Peterson y 
cols., 2001). Esto se puede deber a la poca selectividad de los inhibidores, junto con una pobre 
validación del tratamiento para la terapia estudiada o a que los resultados preclínicos en 
modelos animales sobre la seguridad y eficacia de los fármacos han sido insuficientes 
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(Mannello y Medda, 2012). El único tratamiento aprobado por la FDA con inhibidores de 
MMPs es el uso de doxiciclina a dosis subantimicrobianas para el tratamiento de 
enfermedades periodontales. Sin embargo, el estudio MIDAS (Metalloproteinase Inhibition 
with subantimicrobial dose Doxycycline to prevent acute coronary Sindromes), es un estudio 
prospectivo randomizado, en el que se evaluó la capacidad de la doxiciclina a dosis 
subantimicrobianas para disminuir la inflamación e inhibir a las MMPs en un grupo de 
pacientes con enfermedad sintomática de arterias coronarias. En este estudio se observó que 
un tratamiento de seis meses con doxiciclina estaba asociado a una disminución 
estadísticamente significativa del 46% en los niveles de hs-CRP (high sensitivity-C reactive 
protein), del 54% de la actividad de MMP9 y del 32% de los niveles de IL-6 (Brown y cols., 
2004).  
 Por otro lado y dada la poca selectividad de los inhibidores sintéticos, recientemente se ha 
desarrollado un hidrogel con estructura polisacarídica, en el que se encuentra retenido el 
inhibidor TIMP recombinante. Este hidrogel se puede inyectar en el tejido dañado por un 
aumento de la actividad de las MMPs, liberando el TIMP recombinante de forma dependiente 
a la actividad de la MMP (Purcell y cols., 2014). De esta manera, al inhibir a la MMP en función 
de su actividad, evita la aparición de efectos adversos relacionados con una inhibición excesiva 
como ocurre con las tetraciclinas. 
7. Tratamiento antioxidante como estrategia terapéutica 
Se ha descrito que un tratamiento antioxidante presenta un gran potencial terapéutico en 
la enfermedad CV y renal. En modelos animales de hipertensión (Hong y cols., 2001) y 
nefropatía diabética (Sedeek y cols., 2013) entre otros, se han observado grandes beneficios 
de un tratamiento antioxidante. Sin embargo, los ensayos clínicos realizados en pacientes con 
enfermedad CV y renal no confirman este efecto beneficioso (Cook y cols., 2007; Himmelfarb y 
cols., 2014). Las posibles razones por las cuales han fallado los estudios clínicos son varias. Una 
causa probable es que el tipo de agente antioxidante usado no fuera suficientemente efectivo 
o específico, al igual que la dosis, la duración de la terapia o la vía de administración puede que 
no fuesen las adecuadas en estos estudios. Por ejemplo, una administración oral puede hacer 
que el antioxidante no llegue a la fuente de EROs, sobre todo si éstas se generan a nivel 
intracelular, como es el caso por ejemplo, de la vitamina C que es una vitamina hidrosoluble 
incapaz de cruzar las membranas lipídicas (Montezano y cols., 2015). Otra razón a tener en 
cuenta es que los antioxidantes no inhiben la producción de EROs, ni revierten el daño que 
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causan, sino que su principal mecanismo de acción es la captación de las EROs una vez 
formadas (Paravinci y Touyz, 2008; Montezano y cols., 2015). 
Por otro lado, con respecto a las cohortes incluidas en los estudios, la mayoría de los 
individuos presentaban enfermedades CV ya establecidas, en las cuales los efectos de los 
oxidantes son irreversibles (Paravinci y Touyz, 2008; Montezano y cols., 2015). A este respecto, 
otro factor a tener en cuenta es que a los pacientes no se les realizó una determinación de su 
estatus oxidativo antes de realizar el estudio para demostrar que tenían aumentado el estado 
oxidativo (Montezano y cols., 2015). De hecho, no se ha diseñado ningún ensayo clínico en el 
que el reclutamiento de los pacientes se haya basado en un aumento de la formación de EROs 
o en un aumento del daño oxidativo (Paravinci y Touyz, 2008). 
Los agentes que actúan disminuyendo la formación de EROs, en lugar de actuar 
neutralizándolos una vez formados, presentan un mayor potencial terapéutico, ya que existen 
evidencias en modelos experimentales en los cuales la inhibición de la NADPH oxidasa y por lo 
tanto la inhibición de la síntesis de O2.-, disminuye el remodelado vascular, mejora la función 
endotelial y disminuye la presión sanguínea (Paravinci y Touyz, 2008). En este contexto, 
existen numerosos estudios en la literatura que confirman los efectos beneficiosos de un 
tratamiento con vitamina D en pacientes con enfermedad renal.  
Actualmente, la National Kidney Foundation-Kidney Disease Outcomes Qualiy Initiative 
(NKF-KDOQI) y la Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) recomiendan en las guías 
de buena práctica clínica la suplementación con vitamina D a pacientes con 
hiperparatiroidismo secundario y enfermedades asociadas con la homeostasis mineral y 
enfermedades óseas. Incluso se recomienda que los niveles de vitamina D en pacientes con 
insuficiencia renal deben ser lo más altos posibles debido a la pérdida que sufren de 25-
hidroxicolecalciferol asociada a la pérdida de la DBP a través de la orina (Jones, 2007). 
La disminución de la concentración plasmática de la vitamina D es una característica común 
entre los pacientes con enfermedad renal. Este hecho concuerda con los resultados obtenidos 
en el presente estudio tanto en pacientes con albuminuria resistente (tabla 15), como en ratas 
MWF (tabla 8). En los pacientes con albuminuria resistente se observa una disminución 
significativa de la concentración de 25-hidroxicolecalciferol en plasma que se sitúa en el rango 
de deficiencia (<20ng/mL). Por otro lado, las ratas consómicas MWF-8SHR, que presentan una 
reversión de la albuminuria (tabla 10) acompañada por una disminución de enzimas 
prooxidantes y un aumento de las antioxidantes (figura 29 a y b respectivamente), junto con 
una disminución de la activación de la MMP9, también mostraron un aumento de la 
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concentración plasmática de 25-hidroxicolecalciferol hasta llegar a valores similares a los que 
presentaron las ratas controles (tabla 10). Por otro lado, en el plasma de los pacientes se 
observó una correlación negativa y significativa entre la concentración de carbonilos 
plasmáticos como marcador de estrés oxidativo y la concentración de 25-hidroxicolecalciferol 
(figura 51a). 
La vitamina D es capaz de disminuir la síntesis de renina (Pilz y cols., 2009) y por lo tanto 
evitar el aumento de estrés oxidativo asociado con la activación del receptor AT1 de Ang II, 
además de disminuir la albuminuria (Bhat e Ismail, 2015). Inclusive, se ha propuesto la 
suplementación con vitamina D como coadyuvante en el tratamiento de la nefropatía 
diabética con bloqueantes de SRA, ya que se ha demostrado que la combinación de estos dos 
tratamientos es más efectiva que el tratamiento individual (Zhang* y cols., 2008). Además, se 
ha demostrado que mejora la función renal y disminuye el daño mitocondrial de forma más 
efectiva que el tratamiento realizado con cada uno de los dos fármacos de forma individual 
(Finch y cols., 2012; García y cols., 2014).  
En cuanto a los efectos de la vitamina D sobre la rigidez arterial, a pesar de que existen 
evidencias sobre la disminución de infiltración de células inflamatorias y un aumento en la 
biodisponibilidad de NO tras el tratamiento con vitamina D, los resultados son contradictorios. 
Existen estudios en los que el tratamiento con vitamina D no muestra una diminución en la 
rigidez, pese a observarse efectos beneficiosos sobre la función endotelial (Chitalia y cols., 
2014; Stricker y cols., 2012; Gepner y cols., 2012). En este contexto, Salum y cols. (2012) no 
observaron una disminución de la rigidez arterial en ratas diabéticas al tratarlas con vitamina 
D, aunque sí observaron que la vitamina D preservaba la estructura de las fibras de elastina y la 
proporción elastina/colágeno en la pared de la aorta. Sin embargo, hay otros estudios que 
afirman que el tratamiento con esta vitamina disminuye la progresión de rigidez arterial (Dong 
y cols., 2010; Breslavsky y cols., 2013).  
8. El tratamiento con calcitriol mejora la función vascular y corrige el aumento de actividad 
de MMP9 
Con todas estas evidencias en la literatura, otro de los objetivos que se planteó en la 
presente tesis doctoral fue realizar un tratamiento con calcitriol a las ratas MWF, para 
determinar los efectos beneficiosos que este tratamiento pudiera tener sobre la albuminuria y 
los demás factores negativos asociados a ella, como son la disfunción endotelial, el estrés 
oxidativo y la activación de la MMP9. En este estudio el tratamiento con calcitriol se comenzó 
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en la semana 6 ya que es la edad a partir de la cual las ratas MWF desarrollan albuminuria (van 
Es y cols., 2006). Por otro lado, la elección del metabolito activo para llevar a cabo el 
tratamiento se debió a que se ha descrito que a medida que avanza la insuficiencia renal, los 
niveles de CYP27B1 (enzima clave en el proceso de activación de la vitamina D) decaen, por lo 
tanto, el tratamiento con 25-hidroxicolecalciferol puede no ser suficiente para generar los 
niveles necesarios de calcitriol (Jones, 2007).  
Los resultados obtenidos en los estudios de función vascular en aorta, mostraron un 
aumento significativo en la respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio en los animales 
albuminúricos tras el tratamiento con calcitriol (figura 34). Éste, además, se acompañó de un 
aumento de la biodisponibilidad de NO (tabla 13) y una disminución de la acción de 
prostanoides vasoconstrictores (figura 37). Estos resultados concuerdan con publicaciones 
previas en la literatura, en las cuales se observó que el tratamiento con paricalcitol (análogo 
del calcitriol) sólo o en combinación con enalapril, en un modelo animal de aterosclerosis, 
disminuyó la inflamación y el estrés oxidativo, disminuyendo la expresión de enzimas pro-
oxidantes como COX2, óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) o NADPH oxidasa y aumentando la 
expresión de proteínas antioxidantes como GSH, SOD o eNOS (Husain y cols., 2010).  
Por otro lado, en el presente estudio se observó que el tratamiento realizado fue capaz de 
disminuir la actividad de MMP9, tanto en riñón como en plasma, en las ratas albuminúricas 
(figura 38). Este resultado se apoya en estudios previos realizados en células, en modelos 
animales y en pacientes como se indica a continuación. Estudios realizados in vitro indican que 
el tratamiento con 1,25-dihidroxicolecalciferol disminuye la producción de MMPs en varios 
tipos celulares (Chen y cols., 2015; Miyashita y cols., 2016). Por otro lado, en ratones knockout 
para VDR se ha observado una disminución de la expresión de los TIMPs y un aumento de la 
actividad de MMP2 y MMP9 (Rahman y cols., 2007). Incluso se ha observado un aumento de la 
expresión de MMP9 circulante en la población que presenta un déficit de vitamina D. Este 
aumento se corrige con un tratamiento con vitamina D, aunque los niveles de vitamina D en 
plasma aumenten modestamente (Timms y cols., 2002).  
A pesar de estos resultados, no se observaron modificaciones en la concentración de 25-
hidroxicolecalciferol, ni en las ratas controles, ni en las ratas albuminúricas tras el tratamiento 
(tabla 12). Esto puede deberse a que el tratamiento realizado se llevó a cabo con 1,25-
dihidroxicolecalciferol y no con 25-hidroxicolecalciferol. En este sentido, se ha descrito que el 
metabolito activo de la vitamina D tiene una vida media en plasma de 4 horas (Holick y cols., 
2004) habiéndose realizado la última administración de calcitriol 24 horas antes del sacrificio 
del animal y la recogida del plasma donde se analizó su concentración. 
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Una limitación de este trabajo es que no se pudieron obtener los valores de albuminuria 
tras el tratamiento, para poder determinar si los cambios beneficiosos observados tras el 
mismo están relacionados con una disminución de la excreción urinaria de albúmina. O por el 
contrario, determinar si el tratamiento no fue suficiente para producir la reversión de la 
albuminuria, a pesar de la disminución de la actividad de MMP9 a nivel renal y la mejora de la 
función vascular observada. 
Estudios previos realizados en pacientes hipertensos controlados que desarrollan 
albuminuria resistente al bloqueo del SRA, muestran que estos pacientes presentan un 
aumento en la capacidad antioxidante, que sin embargo, no llega a ser suficiente para 
contrarrestar el aumento de estrés oxidativo (Ruiz-Hurtado y cols., 2014). Por esta razón un 
tratamiento antioxidante podría contribuir a incrementar su capacidad antioxidante total y por 
lo tanto, contrarrestar el aumento del estrés oxidativo, lo cual además, podría tener efectos 
beneficiosos sobre la albuminuria. Apoyando esta hipótesis, existen evidencias en la literatura 
que demuestran que en pacientes con insuficiencia renal crónica que se hallaban bajo bloqueo 
del RAAS, el tratamiento con paricalcitol disminuyó la proteinuria significativamente (de 
Lorenzo y cols., 2013). 
A pesar de los numerosos estudios en animales, como el realizado en el presente trabajo, 
han mostrado los beneficios del tratamiento con vitamina D (Takenaka y cols., 2014; Zhang* y 
cols., 2014), así como estudios observacionales en pacientes que han mostrado una 
disminución del riesgo de mortalidad en pacientes con enfermedad renal crónica (Seker y cols., 
2013; de Medeiros Cavalcante y cols., 2015), los ensayos clínicos no establecen evidencias 
firmes sobre los beneficios de la suplementación con vitamina D (Rojas-Rivera y cols., 2010; 
Bosworth y de Boer 2013). Esta controversia puede deberse al diseño de los ensayos clínicos, 
en los que una dosificación más precisa, la elección del agente terapéutico, la duración del 
ensayo, los parámetros a monitorizar y las indicaciones de la terapia con vitamina D, deberían 
tener un acotamiento más preciso (Rojas-Rivera y cols., 2010). Uno de los posibles motivos por 
los cuales los ensayos clínicos con vitamina D no han tenido éxito puede ser que el calcitriol 
aumenta los niveles de FGF23, factor que a su vez activa los mecanismos de degradación de 
esta vitamina (Tuñón y cols., 2014; Bosworth y de Boer, 2013). Por otro lado, la vitamina D es 
una vitamina liposoluble cuyo exceso se almacena en el tejido graso del organismo, por lo que 
la toma en exceso de vitamina D puede causar toxicidad a dosis muy altas (Lee y cols., 2008) 
pudiendo ocasionar diversos problemas, sobre todo si se acompaña de un suplemento de 
calcio, tales como piedras renales, empeoramiento de la función renal y efectos CV negativos 
(Norman y Powell, 2014). En este sentido, una alternativa terapéutica interesante sería hacer 
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uso de análogos de vitamina D de tercera generación que tienen menos efecto calcémico y 
fosfatémico que el calcitriol, como por ejemplo el paricalcitriol (cuya estructura química es 19-
nor-1,25-dihidroxivitamina D2) (Duplancic y cols., 2013). No obstante, en nuestro estudio, a 
pesar del uso de calcitriol, no se observaron alteraciones en el calcio ni en el fósforo 
plasmático en las ratas tratadas con el mismo (tabla 12). 
 
9. Conclusiones 
En conclusión, este es el primer estudio que demuestra, a través del uso de modelos 
experimentales y de pacientes, que la activación de MMP9 es exclusivamente dependiente de 
la presencia de albuminuria y no de otras comorbilidades. En este sentido, se comprobó una 
asociación entre la activación de esta proteasa y la albuminuria desarrollada bajo el bloqueo 
del SRA, a pesar del buen control lipídico y de presión arterial que muestran los pacientes. El 
aumento de la actividad de esta proteasa está asociado a otros marcadores negativos como el 
aumento de la VOP, factor determinante de rigidez arterial. El mecanismo por el cual se 
observa un aumento en la actividad de esta proteasa es independiente de su expresión, se 
debe a un aumento en la oxidación de su inhibidor, TIMP1, lo cual produce una disminución de 
la interacción TIMP1/MMP9, que desencadena el aumento de la actividad de MMP9. Todos 
estos resultados muestran que un buen bloqueo del SRA, no garantiza el control de la actividad 
de MMP9 en los pacientes que se encuentran en un estadio temprano de enfermedad crónica 
renal. Este aumento de la actividad de MMP9 puede producir un aumento de la degradación 
de colágeno tipo IV, que es el principal componente de la MEC que forma parte de la BFG, lo 
cual se puede traducir en una pérdida de la estructura de la misma, que favorecería el paso de 
la albúmina desde el torrente sanguíneo a la orina, y por lo tanto, la aparición de albuminuria 
como se ha propuesto en la figura 61. En este sentido, en el presente estudio se ha observado 
el efecto beneficioso de una suplementación con calcitriol sobre la función vascular, al igual 
que una disminución de la actividad de MMP9 tras este tratamiento. En este contexto, el uso 
de una terapia coadyuvante como la suplementación con vitamina D, podría mejorar los daños 
asociados a la albuminuria resistente. 
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CONCLUSIONES 
1. La albuminuria está relacionada con un aumento del estrés oxidativo y disfunción 
endotelial. 
2. La albuminuria se asocia con un aumento de la actividad de MMP9 en plasma y en 
riñón, por lo que la determinación de este parámetro en plasma podría reflejar daño 
renal. 
3. La determinación de la actividad de MMP9 es un marcador plasmático de mayor 
relevancia en la práctica clínica que la determinación de su concentración, ya que un 
aumento en la actividad de MMP9 no siempre se corresponde con variaciones en la 
concentración de esta gelatinasa. 
4. El aumento del estrés oxidativo asociado a la albuminuria favorece la oxidación de 
TIMP1, con la consiguiente pérdida de su capacidad de interacción con MMP9. Esta 
disminución en la interacción MMP9/TIMP1 podría ser la causa del aumento de la 
actividad de esta gelatinasa. 
5. El ensayo de interacción entre MMP9 y TIMP1 desarrollado a partir de la tecnología 
AlphaLISA, tiene un gran potencial como método de estudio de la interacción de esta 
proteasa con su inhibidor en la investigación clínica. 
6. El aumento del estrés oxidativo asociado a la albuminuria es un factor común para la 
disfunción endotelial y el aumento de la actividad de MMP9, pudiendo afectar 
mediante ambos mecanismos a la estructura de la barrera de filtración glomerular y 
por lo tanto contribuir a la instauración y/o progresión de la albuminuria. 
7. La disminución de la concentración plasmática de 25-hidroxicolecalciferol se asocia a la 
presencia de albuminuria. La normalización de sus niveles puede ser una estrategia 
terapéutica beneficiosa para prevenir la instauración y/o progresión de la albuminuria 
resistente al bloqueo del SRA. 
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CONCLUSIONS 
1. Albuminuria is associated with an increase in oxidative stress and with endothelial 
dysfuntion. 
2. Albuminuria is related to an increase in MMP9 activity in both plasma and kidney. 
Therefore the determination of plasma MMP9 activity could reflect kidney damage. 
3. Active MMP9 determination presents higher relevance in the clinical practice than its 
concentration determination, since an increased MMP9 activity does not always 
correspond with variations in the total concentration of this gelatinase. 
4. The increase in oxidative stress associated with albuminuria leads to TIMP1 oxidation 
and to the loss of its inhibitory ability. This decrease in MMP9/TIMP1 interaction could 
be the reason for the increased MMP9 activity. 
5. MMP9/TIMP1 interaction assay developed using AlphaLISA technology has a high 
potential in clinical research. 
6. The increase in oxidative stress associated with albuminuria is a common factor for 
both the development of endothelial dysfunction and the increase in MMP9 activity. 
Both mechanisms could have a negative effect on the glomerular filtration barrier 
structure, and contribute to the onset and/or progression of albuminuria. 
7. The decrease in 25-hydroxycolecalciferol plasma concentration is associated with 
albuminuria. The elevation of its levels could be a potential therapeutic strategy to 
prevent the onset and/or progression of resistant albuminuria. 
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